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Zusammenfassung

Einleitung: Blutbahninfektionen kénnen zu einer Sepsis flihren, die mit hoher Mortalitat asso-
ziiert ist und ein groRRes gesundheitliches Problem darstellt. Fiir ein addaquates Therapiema-
nagement ist eine rasche Diagnostik des zugrundeliegenden Erregers und dessen Resistenz-
profil von groBer Bedeutung. Die konventionelle Blutkultur gilt nach wie vor als Goldstandard,
kann jedoch aufgrund langer Bebriitungszeiten zu einer verzogerten Diagnose fluhren. Mit

dem Einsatz molekularer Testverfahren kann diese Zeit verklirzt werden.

Methoden: Die vorliegende Masterarbeit vergleicht 3 verschiedene molekulare Testverfahren
und bewertet ihre Leistung in Bezug auf die konventionelle Blutkultur. Es wurden 410 positive
Blutkulturproben inkludiert und mittels Massenspektrometrie (Sepsityper) und einer Sin-
gleplex PCR und anschlieBender Hybridisierung (Cube Dx) getestet. Bei 66 dieser Proben

wurde zusatzlich eine Nested-Multiplex PCR (Biofire) durchgefiihrt.

Ergebnisse: Bei 365 Monoinfektionen konnte eine gute Ubereinstimmung von 76,16% der bei-
den Tests, Sepsityper und Cube Dx, mit der Blutkultur festgestellt werden. Wenn nur on-Panel
Erreger betrachtet werden, zeigte Cube Dx eine Identifikationsrate von 94,91% und Sepsityper
von 87,43%. Biofire konnte 100% von 49 on-Panel Monoinfektionen korrekt identifizieren. Die
Mischinfektionen betreffend, schnitten die beiden PCR Tests besser ab als Sepsityper. Der
Nachweis von Resistenzgenen war nur mittels PCR Methoden moglich, bedarf aber weiterer

Studien aufgrund einer niedrigen Anzahl und Varietat nachgewiesener Resistenzgene.

Alle 3 Tests zeigten eine gute Ubereinstimmung mit dem Goldstandard, der Blutkultur, und
kdnnen als sinnvolle Erganzung zur Diagnostik von Blutbahninfektionen und Sepsis angesehen

werden.



Abstract

Introduction: Bloodstream infections can lead to sepsis, which is a major health problem as-
sociated with high mortality. For an adequate therapy management, early diagnosis of the
causing pathogen and its resistance profile is from high importance. Blood culture is known as
the gold standard but can lead to delayed diagnosis due to long incubation time. Therefore,

molecular diagnosis tests are available and can help to reduce this time.

Methods: This master thesis compared 3 different tests and evaluated their performance
compared to conventional blood culture methods. Therefore 410 positive blood culture sam-
ples were tested using a mass spectronomy (Sepsityper) and a singleplex PCR (Cube Dx) with
hybridization. 66 of 410 samples were furthermore tested using a nested multiplex PCR (Bio-

fire).

Results: In 365 monoinfections, the two tests, Sepsityper and Cube Dx, showed 76,16% con-
cordance compared with gold standard, blood culture. When only included on-panel mi-
crobes, Cube Dx showed 94,91% and Sepsityper showed 87,43% concordance. Biofire was able
to detect 100% of 49 samples containing monoinfections correctly. Concerning polymicrobial
infections, both PCR tests showed better results than Sepsityper. Detection of resistance
genes was only possible with PCR in this study, but further evaluations are necessary due to a

small size and variety of detected resistance genes.

In conclusion, all three tests showed good concordance compared to gold standard and can
therefore be assumed as add-on instruments in diagnostic of bloodstream infections and sep-

Sis.
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1 Einleitung

1.1 Pathogene Erreger im Blut - Komplikationen und Pathophysiologie der

Sepsis

Die Blutbahninfektion ist definiert als das Vorliegen eines Erregers in der Blutbahn. Sofern
dieser Erreger ein Bakterium ist, handelt es sich um eine Bakteridmie und um eine Fungamie
im Falle von Pilzen.'? Im Neugeborenen Alter wird eine hohe Inzidenz verzeichnet, aber vor
allem auch altere Patienten sind aufgrund diverser Grunderkrankungen und
Bewegungseinschrankung pradisponiert, eine Blutbahninfektion zu erleiden.?? Meist kann das
Immunsystem den pathogenen Erreger in der Blutbahn ausreichend bekampfen. Ist dies

jedoch nicht der Fall, besteht die Gefahr einer Sepsis.!

Der Begriff der Sepsis wurde stetig tGberarbeitet und dem aktuellen Stand der Wissenschaft
angepasst. In der seit 2016 glltigen Dritten Internationalen Konsensus Definition der Sepsis
wird diese als eine lebensbedrohliche Organdysfunktion als Folge einer fehlregulierten
Wirtsantwort auf eine Infektion beschrieben. * Als schwerste Form einer Infektionskrankheit
kann die Sepsis von Bakterien, Pilzen, Viren und Parasiten verursacht werden. Diese werden
vom angeborenen Immunsystem, bestehend aus zelluldaren und humoralen Mechanismen, als
fremd erkannt. Eine Schlisselrolle kommt hierbei den Leukozyten zu, denen die
Makrophagen, Monozyten, Neutrophilen, Basophilen, Eosinophilen und Natirliche
Killerzellen zuzuordnen sind. Intrazelluldre und l6sliche PRRs (Pattern Recognition Receptors)
erkennen die mikrobiell molekularen Strukturen der Erreger, binden diese und sind fiir die
Aktivierung der Leukozyten verantwortlich. Als am meisten untersuchte PRRrs gelten die TLRs
(Toll-like Receptors). PAMPs (Pathogen-associated molecular patterns) und DAMPs (damage-
associated molecular patterns) binden als Liganden an den PRRs. DAMPs stammen von
nekrotischen Zellen. Es folgt dann eine Mediator-induzierte Aktivierung und Phosphorylierung
diverser Tyrosinkinasen. Die Hochregulierung inflammatorischer Zytokine wird von
Transkriptionsfaktoren induziert. Zu den Zytokinen zahlen unter anderem die Interleukine, die
in proinflammatorisch und antiinflammatorisch unterteilt werden. Beide Gruppen spielen
eine bedeutende Rolle im Infektionsgeschehen. Durch die Stimulation proinflammatorischer

Zytokine exprimieren Endothelzellen Adhdsionsmolekiile wie ICAM1 (Intercellular adhesion
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molecule-1) und VCAM1 (Vascular cell adhesion protein-1), die in entziindetes Gewebe
einwandern und Immunzellen anlocken. Dies fiihrt zur Steigerung der vaskuldren

Permeabilitdt und der Freisetzung von Stickstoffmonoxid, einem Vasodilatator.®

Als systemisches Syndrom nimmt die Sepsis Einfluss auf alle Organe des Korpers. Gelbsucht
und Cholestase sind Anzeichen einer Leberfunktionsstoérung, die durch eine
Minderdurchblutung der Zellen oder eine Uberschielende Zytokinproduktion ausgeldst
werden konnen. Diese fihren des Weiteren zum akuten Nierenversagen. Die Niere ist fir die
Aufrechterhaltung des Elektrolyt- und Wasserhaushalts zustdandig und kann so im Falle einer
Sepsis die Lunge vor einem Odem schiitzen. Bei einer Fehlfunktion ist dies nicht mehr méglich.
& Tachypnoe gilt als Leitsymptom der Sepsis und kann von Hypoxdmie und einem erhéhten
Kohlenstoffdioxidgehalt begleitet werden. Dies erfordert moglicherweise eine Intubation des
Patienten. Die schwere Sepsis ist durch Hypotension gekennzeichnet und Folge einer
myokardialen Depression. Auf neurologischer Ebene duBert sich das Syndrom in Lethargie und
Verwirrtheit der Patienten. Am Herzen kommt es zu myokardialer Depression, die sich als
Hypotension oder Schock &duBert. Nierendysfunktion ist eine haufige Ursache Sepsis-

induzierter Morbiditat.”

Um eine Diagnose der Sepsis zu ermoglich, wurde in der dritten Konsensus Konferenz der
SOFA Score (Sepsis-related organ failure assessment score) als fortan gtiltiges Schema gewahlt
(siehe Abbildung 1). Die Entwicklung des Organversagens kann anhand einer Veranderung des
Scores mit einem Anstieg um 2 Punkte eingeschatzt werden. Somit wird eine
Risikoabschatzung der Mortalitat intensivmedizinisch betreuter Patienten erméglicht.* Die
Anwendung des SOFA Scores hat sich abseits der Intensivstation als problematisch erwiesen.
Die oftmals nicht mogliche Beschaffung aller ndétigen Laborparameter zeigte die
Notwendigkeit einer Erweiterung um einen quick SOFA Score auf. Zur Risikoabschatzung von
Patienten aullerhalb der Intensivstation, sind folgende drei Parameter festzustellen:
Bewusstseinsveranderungen GCS <15, Atemfrequenz > 22/min und ein systolischer Blutdruck

< 100mmHg. Diese schnelle Variante hat sich auRerhalb der Intensivstation etabliert.®*
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Sequential [Sepsis-Related] Organ Failure Assessment Score

ml/d

Organsystem Parameter 0 1 2 3 4
<100
<200 (26,7) und
Pa02/Fi02 13,3)und
Atmung a02/Fi > 400 (53,3) |< 400 (53,3) <300 (40) kiinstliche (13,3)un
mmHg (kPa) kinstliche
Beatmung
Beatmung
Thrombozyten
Geri > 150 <150 <100 <50 <20
erinnung X1073/pl
Bilirubin 6,0-11,9
Leb ’ <1,2(20 1,2-1,9 (20-32)  {2,0-5,9 (33-101)|, ’ > 12,0 (204
eber mg/dl (umol/L) (20) (20-32) ( )\(102-204) (204)
. . Dopamin > 15
Dopamin <5 Dopamin 5,1-15
. oder
. oder Adrenalin £0,1 .
Herz-Kreislauf- MAP 270 . Adrenalin >
MAP < 70 mmHg |Dobutamin* oder
System mmHg . . 0,1 oder
(beliebige Noradrenalin < .
Dosis) 0.1* Noradrenalin
! >0,1*
Glasgow Coma
N t 15 13-14 10-12 6-9 <6
ervensystem  Iscale (GCs)
Kreatinin 1,2-1,9 2,0-3,4 3,5-4,9
<1,2 (110 T T - > 5,0 (440
mg/dl (umol/L)| ™ (110) (110-170) (171-299) (300-440) /0 (440)
Niere -
Urin-
ausscheidung <500 <200

*Katecholamindosen in pug/kg/min fir mind. 1 h

Abbildung 1: aus The Third International Consensus Definitions for Sepsis and Septic Shock (Sepsis-3) ®

Der septische Schock wurde als schwerste Form der Sepsis ebenso in der dritten Konsensus

Definition der Sepsis Gberdacht und gilt als eine Unterform der Sepsis, die mit einem erhohtem

Mortalitatsrisiko einhergeht. Ursachlich hierfiir sind gravierende metabolische und zellulare

Veranderungen sowie Kreislaufreaktionen. Als Indikator dient eine Hypotonie, die die Gabe

eines Vasopressors verlangt, um einen Blutdruck von 65mm/Hg zu erreichen. Des Weiteren

kann ein Anstieg der Lactatkonzentration von 2mmol/L trotz ausreichender Flussigkeitszufuhr

verzeichnet werden. Diese Kriterien beziehen sich jedoch nur auf eine Sepsis bei erwachsenen

Patienten.10
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Laut einer deutschen statistischen Analyse weisen altere Personen und Neugeborene die
hochste Inzidenz einer Sepsis auf. Des Weiteren tritt bei Mannern dieses Syndrom 1,8-fach

haufiger auf als bei Frauen.!!

Da auch Virusinfektionen, wie beispielsweise eine Influenzainfektion pradisponierend fiir eine
bakterielle oder fungale Blutbahninfektion sein konnen, ist es naheliegend, dass ebenso das
SARS-COV-2 Virus diesbeziglich eine Gefahr birgt. Eine kirzlich veroffentlichte Studie
beschreibt Risikofaktoren, Epidemiologie und klinische Outcomes bei Patienten mit einer
schweren Covid-19 Infektion und schweren Blutbahninfektionen beziehungsweise Sepsis und
septischem Schock. Wahrend Patienten mit verandertem mentalem Zustand haufiger an einer
schweren Blutbahninfektion litten, konnte Husten und Fieber als Leitsymptom seltener als in
der Kontrollgruppe verzeichnet werden. Patienten mit schwerer Blutbahninfektion und
schwerer Covid-19 Erkrankung erlitten haufiger ein akutes Nierenversagen, bendtigten einen
langeren Spitalsaufenthalt und wiesen eine erhéhte Mortalitdit wahrend des

Spitalsaufenthalts verglichen zur Kontrollgruppe auf.'?

Eine Sepsis ist nicht nur akut lebensbedrohlich, sondern birgt ein grofes Risiko,
gesundheitliche Langzeitfolgen zu verursachen. So zeigten sich bei einem Sechstel der Sepsis-
Uberlebenden erhebliche Erkrankungen wie Belastungsstérungen und schwere funktionelle
Einschrankungen.® Das Auftreten neurologischer oder kognitiver Beeintrachtigungen ist laut
einer prospektiven Kohortenstudie, die an Personen lber 50 Jahren durchgefihrt wurde, um
10,6% erhodht.* Eine weitere Studie zeigte, dass das Sterberisiko bei Patienten, die eine Sepsis

bereits Gberstanden haben, um 22% erhoht ist verglichen zu der Kontrollgruppe ohne Sepsis.!®
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1.2 Pravalenz und Letalitat weltweit

Die Schatzung der weltweiten Sepsis Inzidenz und Fallsterblichkeitsrate erweist sich aufgrund
mangelnder Studien und Anpassungen in der Definition der Sepsis als schwierig. Fir
einkommensschwache Lander sind kaum Daten bekannt.!® In einer im Lancet erschienenen
Studie wird von 48,9 Millionen weltweiten Sepsis Fallen im Jahr 2017 berichtet. Rund 50%
dieser Falle betreffen Kinder und Jugendliche bis 19 Jahre. 19,7% aller globalen jahrlichen
Todesfélle sind mit einer Sepsis assoziiert.!” Laut einer im Jahr 2020 veréffentlichten
Metaanalyse erwarben 23,6% der im Spital behandelten Sepsis Patienten diese wahrend ihres
Krankenhausaufenthalts. Auf der Intensivstation wurden 24,4% der Sepsis Falle mit
Organdysfunktion als auf der Intensivstation erworben verzeichnet.'® Durchfallerkrankungen
sind im Zeitraum 1990 bis 2017 die haufigste Ursache einer Sepsis. Bei Kindern unter 5 Jahren
waren im Jahr 2017 Durchfallerkrankungen ebenso der Hauptausloser gefolgt von
Neugeborenen Erkrankungen und Erkrankungen unterer Atemwege.'” Mangels valider Daten
kann Uber die Inzidenz und Mortalitit der Sepsis in Osterreich keine Aussage getroffen
werden. Auf Basis einer Hochrechnung deutscher Daten aus dem Jahr 2013 kann mit 28.000

Sepsis-Erkrankten und 6700 damit assoziierten Todesfillen gerechnet werden /1

1.3 Spektrum haufiger Erreger
1.3.1 Grampositive Kokken

1.3.1.1 Staphylokokken

Staphylokokken zdhlen zu den grampositiven fakultativ anaeroben Kokken. Sie sind
unbeweglich und ordnen sich in Haufen oder Trauben an. Die Einteilung erfolgt in
koagulasepositiv, wozu Staphylococcus aureus als klinisch relevanter Vertreter zahlt, und
koagulasenegativ.?® Als Besiedler der menschlichen Haut sind sie weit verbreitet und eine
haufige Ursache nosokomialer Blutbahninfektionen. Staphylococcus epidermidis,
Staphylococcus haemolyticus, und Staphylococcus lugdunensis sind als wichtige Erreger der
KNS (Koagulase negativen Staphylokokken) zu nennen. Diese Gruppe stellt vor allem fir
immunsupprimierte Patienten eine Gefahr dar.?! Staphylococcus epidermidis ist der haufigste

Erreger Venenkatheter-assoziierter Infektionen, die in einer Sepsis resultieren konnen.
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Die Bildung von Biofilm als primarer Virulenzfaktor ermdoglicht ihm die Anheftung an
implantierten Materialien.?? Staphylococcus lugdunensis weist eine Virulenz auf, die der des
Staphylococcus aureus dhnlicher ist als der anderer KNS und kann zu akuter Endokarditis mit

héherer Mortalitit verglichen zu anderen KNS fiihren. 2321

Staphylococcus aureus ist fur eine Vielzahl von Erkrankungen verantwortlich. Der Erreger kann
der Ausloser harmloser bis mittelschwerer Hautinfektionen wie Abszessen, Wundinfektionen
und Furunkel sein. Er steht auch in Zusammenhang mit der Entstehung atopischer Dermatitis.
Des Weiteren kénnen schwere Pneumonien, kardiovaskulare Infektionen und Sepsis auf eine
Staphylococcus aureus Infektion zurlickzufihren sein. Eine groRe Problematik stellen
multiresistente Keime dieser Spezies dar, mit dem Methicillin-resistenten Staphylococcus

aureus als klinisch Relevantesten.?*

1.3.1.2 Enterokokken und Streptokokken

Enterokokken zahlen ebenso zu den grampositiven Kokken und ordnen sich in Paaren oder
kurzen Ketten an. Obwohl sie als Besiedler der Dickdarmflora physiologisch vorkommen,
kénnen sie bei abwehrgeschwachten Patienten zu schweren Infektionen fiihren. Der
Enterokokken-assoziierten Sepsis liegt meist eine Infektion des Darms oder Urogenitaltraktes
zugrunde. Klinisch relevante Erreger dieser Gruppe sind Enterococcus faecalis und
Enterococcus faecium. Ebenso wie die Enterokokken sind auch die Streptokokken in Paaren
oder Ketten angeordnet. Wichtige Vertreter sind beispielsweise Streptococcus pyogenes,
Streptococcus dysgalacticae und Streptococcus pneumoniae. Die mit den Streptokokken
verbundenen Krankheiten sind vielfaltig. Eiterungen, Scharlach, Meningitis bei Neugeborenen

und Sepsis kdnnen als Folge solcher Infektionen auftreten.?>

1.3.2 Enterobakterien

Enterobakterien sind gramnegative, fakultative anaerobe Stdbchen. Diese Gruppe umfasst
zahlreiche Krankheitserreger, wobei einige als Bewohner der Darmflora gelten und erst
pathogen werden, wenn sie sich in anderen Korperregionen ansiedeln oder exogen dort

hingelangen. Zu dieser Erregergruppe zdhlen zum Beispiel Escherichia coli und Klebsiellen.

Escherichia coli ist begeiRelt und somit beweglich. Er besiedelt die Darmflora und weist sowohl

apathogene als auch fakultativ oder obligat pathogene Gruppen auf, die in 5 Pathotypen
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unterteilt werden. Die verursachenden Erkrankungen reichen von Harnwegsinfekten, Giber

Durchfallerkrankungen bis zu Sepsis und Meningitis bei Neugeborenen.

Klebsiellen sind unbegeiRelte Erreger, die im Darm und Respirationstrakt angesiedelt sein
konnen. Als klinisch relevanter Vertreter ist hier Klebsiella pneumoniae zu nennen, ebenso wie
Klebsiella oxytoca, die aber zu einem weitaus geringeren Prozentsatz isoliert wird.
Harnwegsinfekte, Weichteilinfektionen, Pneumonien und Sepsis zahlen zu den Erkrankungen,

die eine Infektion mit diesem Erreger auslost.?>

1.3.2.1 Nonfermenter

Die Nonfermenter umfassen eine Erregergruppe derer der fermentative Abbau von Glucose
nicht moglich ist. Hierzu zdhlen Pseudomonas aeruginosa, Stenotrophomonas, Acinetobacter
und Burkholderia. Pseudomonas aeruginosa ist ein polar monotrich begeilleltes
Stabchenbakterium, das blaugriine Pigmente bildet. Als Hauptrisikofaktor einer schweren
Pseudomonas aeruginosa Infektion gilt die Neutropenie. Wunden und Infektionen der
Atemwege und des Urogenitaltraktes kdnnen zu einer Sepsis mit hohem Sterblichkeitsrisiko
flihren. Vor allem Infektionen von Verbrennungswunden bergen die Gefahr einer Sepsis mit
nekrotischen Hautldsionen. Stenotrophomonas maltophilia und Acinetobacter kénnen vor
allem bei immunsupprimierten Patienten zu Komplikationen wie Harnwegsinfekten,

Pneumonie und Bakteridmie fiihren.2®

1.3.3 Candida Spezies

Candida Spezies zeigen morphologisch zwei verschiedene Wachstumsformen. So kdnnen sie
entweder Hyphen-bildend in Fadenform oder als rundlich ovale Pilzzellen erscheinen. Obwohl
diese Pilze Besiedler der Schleimhaut sind, kénnen Infektionen bei immunsupprimierten
Patienten systemische Infektionen hervorrufen. Geschatzte 50% aller Candida Infektionen
entfallen auf Candida albicans, wobei auch andere Candida Spezies wie Candida glabrata,
Candida tropicalis oder Candida dubliniensis zunehmend an Bedeutung gewinnen.?® Als
verursachende Erreger von Blutbahninfektionen stehen Candida Spezies in Europa an siebter
Stelle. Die mit diesen Pilzen einhergehende Mortalitdt kann hohe Werte von 35% bis zu 71%

erreichen.?’
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1.4 Resistenzen

Bakterielle antimikrobielle Resistenzen gelten als eine ernstzunehmende gesundheitliche
Problematik im 21. Jahrhundert. Eine in 204 Landern durchgefiihrte und im Jahr 2022
veroffentlichte systemische Analyse schatzt die mit antibiotischer Resistenz assoziierten
Todesfalle im Jahr 2019 auf 4,95 Millionen. Infektionen der unteren Atemwege stellten hierbei
die groRte Gefahr dar. Hauptverantwortlich fiir mit antimikrobieller Resistenz assoziierten
Todesfélle sind 6 Erreger in folgender Reihenfolge: Escherichia coli, Staphylococcus aureus,
Klebsiella pneumoniae, Streptococcus pneumoniae, Acinetobacter baumanii und
Pseudomonas aeruginosa. Um dieser Resistenzproblematik entgegenzuwirken, sind
verschiedene Interventionsstrategien vorhanden. Zu nennen sind beispielsweise die
Infektionspravention und Kontrolle und der Einsatz von Impfungen. Eine weitere Empfehlung
ist, Antibiotika nur dann zu verschreiben, wenn diese auch wirklich indiziert sind, sowie eine

Reduktion des Antibiotika Einsatzes in der Landwirtschaft.?8

Zu den weltweit am haufigsten verschriebenen Antibiotika zahlen die B-Lactamantibiotika.
Penicilline und Cephalosporine sind als Vertreter dieser Wirkstoffklasse zu nennen. B-Lactam
Antibiotika binden und inhibieren an fiir die bakterielle Zellwandsynthese wichtige Proteine,
den sogenannten ,,Penicillin binding proteins”. Mittels verschiedener Mechanismen finden
Bakterien Wege, Resistenzen gegen diese Wirkstoffklasse zu entwickeln. Hier kdénnen
Mutationen im aktiven Zentrum der Penicillin-bindenden Proteine, die mit einer Abnahme der
Wirkstoffaffinitat einhergehen, ursachlich sein. Eine weitere Moglichkeit ist die Produktion
von Enzymen, wie B-Lactamasen, die an die Wirkstoffe binden, sie hydrolysieren und so
inaktivieren. Ist dieser Wirkstoff den Carbapenemen zuzuordnen, so ist von Carbapenemasen
die Rede. OXA-48 like Carbapenemasen zahlen zu haufig vertretenen Carbapenemasen in
Enterobakterien. Vor allem in Klebsiella pneumoniae sind diese Enzyme zu finden.?° Ebenso
problematisch erweisen sich CTX-M Enzyme. Diese zahlen zu Klasse A der ESBL (extended
spectrum B Lactamase), die in der Lage sind, ein erweitertes Spektrum B-Lactam haltiger
Antibiotika zu hydrolysieren. Erstmals beschrieben wurden diese Enzyme in Escherichia coli,
Klebsiella pneumoniae und Salmonella spp. Bis 2011 wurden 123 CTX-M Varianten weltweit
gezahlt.3° B -Lactam Antibiotika werden auch bei einer Staphylokokken Infektion zur Therapie
eingesetzt. Diese Erregergruppe kann bei Vorliegen eines mecA Gens fiir einen weiteren Typ

Penicillin bindender Proteine kodieren (PBP2A), die eine geringe Affinitat gegeniliber dieser
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Antibiotika Gruppe aufweist. Hier spielen vor allem Methicillin-resistente Staphyloccoccus
aureus (MRSA) Stamme eine tragende Rolle. MRSA Infektionen kénnen im Krankenhaus oder

ambulant erworben werden und stellen ein massives gesundheitliches Problem dar.3%32

1.5 Antimikrobielle Therapie

Die rasche Einleitung einer antimikrobiellen Therapie ist essenziell im Management der Sepsis
und des septischen Schocks. Empfohlen wird ein Start der antimikrobiellen Gabe
ehestmoglich, jedoch spatestens drei bis finf Stunden nach Verdacht einer Sepsis. Patienten
mit der Diagnose eines septischen Schocks erfordern einen sofortigen Therapiestart.333* Des
Weiteren flieSt in die Therapieentscheidung mit ein, ob der Infektionsherd bekannt oder
unbekannt ist und selbstverstandlich auch, welcher Erreger ursachlich ist. Zu beriicksichtigen
ist ebenso, ob der Patient bereits mit Antibiotika vortherapiert wurde und ob beim Patienten
eine Besiedelung mit einem multiresistenten Erreger bekannt ist. Zu den Risikofaktoren fir
eine solche Besiedelung zahlen beispielsweise eine kirzlich zuriickliegende Reise ins tropische
Ausland, vorhandene Katheter oder eine mehr als viertdgige vorangegangene
Hospitalisierung. Ist der vorliegende Erreger bereits bekannt, soll die Antibiotikawahl auf
einen addquaten Wirkstoff mit guter Gewebepenetration fallen.>> Die Gabe eines oder
mehrerer antimikrobieller Wirkstoffe, die ein breites Spektrum an Bakterien und
moglicherweise Pilzen und Viren abdecken, wird als Initialtherapie empfohlen. Da die
Therapieentscheidung von vielen Faktoren abhangt, wie beispielsweise dem Infektionsort, ist
die Empfehlung einer bestimmten Wirkstoffklasse nicht moglich, jedoch kénnen Vorschlage
zur Verfiigung gestellt werden. Breitspektrumcarbapeneme finden am haufigsten Einsatz,
genauso wie Penicilline mit erweitertem Spektrum in Kombination mit einem B-Lactamase-
Inhibitor. Als Kombinationstherapie finden vor allem Cephalosporine der dritten oder héheren
Generation Anwendung. Es sind Guidelines, wie beispielsweise der Infectious Diseases Society
of America verfligbar, die Wirkstoffe nach dem Infektionsort oder der Immundefizienz des
Patienten empfehlen.3® Ein Umstellen von einem Breitbandantibiotikum auf einen
spezifischen Wirkstoff ist vorzunehmen, sobald die Erregeridentifizierung eines bislang
unbekannten Erregers vorliegt. Dies liefert den Vorteil, eine Reduktion der
Behandlungskosten zu erreichen. Des Weiteren wird der Entstehung von
Antibiotikaresistenzen und méglicher Arzneimitteltoxizitit entgegengewirkt.3” Diese beiden

Punkte konnen mit dem Einsatz eines therapeutischen Drug Monitorings erreicht,
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beziehungsweise dadurch unterstiitzt werden. Bei der Verwendung von Aminoglykosiden
oder Glykopeptiden wird ein Therapeutisches Drug Monitoring bereits praktiziert und
moglicherweise wird dieses in Zukunft auch verstarkt beim Einsatz von B-Lactamantibiotika
durchgefiihrt. Eine Unterdosierung kdnnte zu einer Resistenzentwicklung flihren oder
erneutes Wachstum der Bakterien zur Folge haben.3® Liegt bei dem Patienten eine Besiedlung
mit einem multiresistenten Erreger vor, wird je nach Erreger die Wahl des Wirkstoffes
getroffen. Bei einer MRSA Infektion wird der Einsatz von Vancomycin, Ceftarolin, Linezolid
oder Daptomycin empfohlen. Letztere beide Wirkstoffen sind ebenso bei Vancomycin-
resistenten Enterokokken eine Option. Bei Carbapenem resistenten Enterobakterien konnten
Colistin oder Polymyxine verwendet werden. Eine weitere Moéglichkeit ware der Einsatz von

Ceftazidim-Avibactam.3?

Es sind auch neue Therapieansatze zur Behandlung der Sepsis im Bereich der Nanotechnologie
verfligbar. In praklinischen Modellen haben verschiedene Nanopartikulare Systeme sehr gute
therapeutische Aktivitdat gezeigt. Sie konnten zum Beispiel als antibakterielle Wirkstoffe
fungieren. Positiv geladene Silberionen formuliert als Nanopartikel sind in der Lage, durch
irreversible Adduktbildung mit zellularen bakteriellen Bestandteilen wie DNA oder Enzymen
ein breites Spektrum an Bakterien zu inaktivieren. Ebenso kdnnten metallische
Silbernanopartikel tGber die Freisetzung reaktiver Sauerstoffspezies zu Toxizitat fihren oder

durch Akkumulation Schaden in der bakteriellen Zellmembran verursachen.?®

Eine rasche Identifizierung des zugrundeliegenden Erregers einer Blutbahninfektion,
beziehungsweise einer Sepsis, spielt eine bedeutende Rolle bei der Krankheitsbekampfung.
Mit dem Einsatz einer PCR (Polymerasekettenreaktion) in der Diagnostik kann eine
signifikante Zeitersparnis gegenilber der herkémmlichen Blutkultur erreicht werden. Obwohl

sie diese nicht ersetzen kann, ist ein Einsatz als zusatzliche Analysemethode sinnvoll.*
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1.6 Polymerasekettenreaktion

Die PCR ist eine von Herrn Kary B. Mullis im Jahr 1985 entwickelte und mit dem Chemie
Nobelpreis ausgezeichnete Methode zur Vervielfaltigung eines spezifischen DNA-Segments.*?
Der Ablauf setzt sich aus der Denaturierung, dem Primer Annealing und der Polymerisation
zusammen. Zu Beginn wird der DNA-Doppelstrang durch ein Erhitzen auf 95°C in seine zwei
Einzelstrange getrennt. An diese lagern sich nach Abkiihlen auf zirka 55°C die im molaren
Uberschuss zugesetzten Primer an und grenzen die zu amplifizierende DNA-Sequenz ein. Eine
hitzestabile Taq Polymerase verlangert den Einzelstrang. Dieser Vorgang wird zirka 20 bis 50

Zyklen lang wiederholt.*?

Die Real Time PCR ist eine Weiterentwicklung, die auf dem Prinzip der herkémmlichen PCR
beruht. Wie dem Namen zu entnehmen ist, wird mit dieser Methode eine Verfolgung der
Polymerasekettenreaktion in Echtzeit ermoglicht. Die Funktionsweise beruht auf der Messung
eines Fluoreszenzsignals nach jedem PCR Zyklus. Dieses Signal steigt proportional mit der

Anzahl der PCR Produkte an.**4>

Hier kdnnen spezifische Sonden oder unspezifische Fluoreszenzfarbstoffe wie beispielsweise
SYBR-Green zum Einsatz kommen. Solche interkalierenden Farbstoffe kdnnen nur in
Anwesenheit einer doppelstrdangigen DNA ein Fluoreszenzsignal abgeben. Nach Beendigung
der PCR wird die Temperatur auf bis zu 95°C erhdht, was ein Auftrennen der doppelstrangigen
DNA in seine Einzelstrange zur Folge hat. Beim Vorgang der sogenannten
Schmelzkurvenanalyse sinkt das Fluoreszenzsignal, da der Farbstoff nun nicht mehr in der Lage
ist ein solches abzugeben.*® Ein weiteres Beispiel fir einen interkalierenden

Fluoreszenzfarbstoff ist Ethidiumbromid, ein Phenanthridinfarbstoff.*

Der Einsatz fluoreszenzmarkierter Sonden fiihrte zu einer maRgeblichen Verbesserung der
Methode der Real-time-PCR. Das zugrundeliegende Funktionsprinzip ist der
Forsterresonanzenergietransfer, kurz FRET. Dieser beschreibt, dass Uber Dipol-Dipol
Wechselwirkungen Energie von einem zuvor angeregten Fluoreszenzfarbstoff-Donor auf
einen Akzeptor Ubertragen wird.*® Es sind verschiedene Arten von Sonden am Markt
erhaltlich. Die Tagman Sonde besteht aus einem Reporter und einem Quencher, der das
Fluoreszenzsignal unter Voraussetzung raumlicher Nahe unterdriickt. Die Polymerase verfiigt

Uber eine Exonuklease Aktivitat, die als Korrekturlesefunktion dient und falsch eingebaute
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Nukleotide entfernt. Dieser Vorgang findet ebenso an der Tagman Sonde statt. Wird nun der
Fluoreszenzfarbstoff von seinem Quencher entfernt, steigt das sequenzspezifische

Fluoreszenzsignal an und wird messbar.*?

Molecular Beacons sind eine weitere Art von Sonden, die ebenso aus einem Quencher und
Reporter bestehen. Aufgrund ihrer komplementaren Nukleotide am 5" und 3 'Ende weisen sie
eine Haarnadelstruktur auf. Binden diese beiden Enden nun an die DNA Sequenz, wird ihr

Abstand vergroéRert und das Fluoreszenzsignal nicht mehr unterdriickt.*>0

Die Lightcyclersonde beruht ebenso auf dem FRET Prinzip, jedoch ist diese eine
Hybridisierungssonde. Zwei dieser Sonden binden an den DNA-Strang und erzeugen nach

Anregung ein Fluoreszenzsignal durch ihre raumliche Nahe.%>!

Zur Erregerdiagnostik aus einer mikrobiologischen Probe, wie Blut oder Stuhl, kann eine Real-
Time PCR in Form einer Multiplex PCR angewandt werden. Hierbei kommen mehrere Primer
Paare und Sonden zum Einsatz. Das Zusammenfihren zahlreicher Einzelreaktionen zu einem
gemeinsamen Reaktionsansatz erfordert das genaue Abstimmen der PCR Bedingungen fiir die
unterschiedlich eingesetzten Primer. Auf diese Art wird die Identifikation von mehr als einem

Genomabschnitt erméglicht.>%>3

Eine weitere Moglichkeit der Erregerdiagnostik ist der Einsatz von Massenspektrometrie.

1.7 MALDI TOF Massenspektrometrie

Die Massenspektrometrie ist eine analytische Methode, die das Masse/Ladungsverhaltnis von
zuvor ionisierten Molekiilen bestimmt.>® Der Begriff der Matrix-unterstiitzten Laser-
Desorption/lonisation Massenspektrometrie wurde von seinen Entdeckern Karas und
Hillekamp in den 1980er Jahren gepragt.>® Bei dieser Methode wird eine zuvor praparierte
Probe mit einer Matrix Uberschichtet, die die Molekiile vor Fragmentierung schiitzt. Fir
mikrobiologische Zwecke haben sich als Matrix die organischen Sduren CHCA (a-Cyano-4-
hydroxyzimtsaure, DHB (2,5-Dihydroxybenzoesidure) und Sinapinsdure, geldst in Wasser,
organischen Losungsmitteln und TFA (Trifluoressigsdure) am meisten bewahrt. Nachdem die
Matrix mit dem Erreger ko-kristallisiert, Gberfihrt in weiterer Folge ein Laserstrahl die

Erregerproteine in ihre Gasphase und ionisiert sie. Die lonisation ermoglicht eine
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Beschleunigung der Teilchen im elektrischen Feld. Ein ,time of flight“ Analysator detektiert
die Proteine anhand ihrer Flugzeit nach ihrem lonisierungsgrad und ihrer Masse. Nach
Abgleich der charakteristischen Peptidmassenfingerprints mit Referenzdatenbanken kann

eine Aussage Uber den Erreger getroffen werden.>® >4 >7

In den letzten Jahren ist der klinische Einsatz von MALDI-TOF MS deutlich gestiegen und hat
sich als effektive Zeit- und Kostensparende Ergdanzung zur herkémmlichen Blutkultur
erwiesen.”® Eine in Europa durchgefiihrte und 2019 veroéffentlichte Studie hat gezeigt, dass
37,3% der teilnehmenden Spitdler MALDI TOF zur Erregeridentifizierung aus der Subkultur und

22,5% diese analytische Methode zur direkten Identifikation nutzen.>®

Die zwei Arten der Probenpraparation werden im Methodenteil ndaher erlautert.
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2 Problemstellung und Forschungsziele

Als lebensbedrohlicher Zustand erfordert die Sepsis eine besonders rasche Therapie, da die
Uberlebenswahrscheinlichkeit einer betroffenen Person maRgeblich vom Faktor Zeit abhingig
ist. Pro vergangene Stunde steigt das Sterberisiko der Patienten an.® Infolgedessen ist es von
groRRer Bedeutung, eine schnelle Identifikation der pathogenen Erreger zu gewahrleisten, um
die richtige Therapie einleiten zu kénnen. Die konventionelle Blutkultur gilt nach wie vor als
der Goldstandard in der Routinediagnostik. Der zunehmende Einsatz neuer Testsysteme
ermoglicht die Erstellung eines raschen, vorlaufigen Befundes, der fir die Behandlung des

Patienten oftmals richtungsweisend ist.®!

Die vorliegende Arbeit soll eine neue, sowie eine bereits etablierte PCR Methode und MALDI
TOF Massenspektrometrie direkt aus positiven Blutkulturen miteinander vergleichen und ihre
diagnostische Verlasslichkeit evaluieren. Ferner sollen mégliche Vorteile und Nachteile der

einzelnen Tests aufgezeigt werden.

23



3 Material und Methoden

3.1 Studiendesign

Die vorliegende Studie wurde im Zeitraum Juli 2021 bis November 2021 am AKH Wien an der
Abteilung fiir Klinische Mikrobiologie durchgefiihrt. Zur Untersuchung gelangten Proben aus
positiven Blutkulturflaschen, die ausschliefllich Blut als Material enthielten. Sonstige
Materialien wie Liquor oder Aszites wurden nicht in die Studie eingeschlossen. Pro Patienten
wurde je Episode eine positive Blutkulturflasche verwendet, sofern der nachgewiesene
Erreger innerhalb dieser Episode der Gleiche war. Die konventionelle Blutkulturdiagnostik
wurde als Goldstandard herangezogen. Desweiteren wurde an den Proben eine Identifikation
mittels Massenspektrometrie (Sepsityper) und PCR (Cube Dx und Biofire) vorgenommen.
Wahrend alle 410 Proben mittels Sepsityper und Cube Dx Methode getestet wurden, wurden
nach vorangegangener Selektion 66 aus 410 Proben zusatzlich mittels Biofire untersucht. Der
Nachweis mittels Biofire erforderte ein bestimmtes Ergebnis der Gramfarbung: Als
Einschlusskriterium galten Blutproben, die gramnegative Stibchen oder gramnegative
Diplokokken oder Hefen enthielten. Des Weiteren wurden grampositive Kokken und
grampositive Stabchen (kurz und zu zweit) inkludiert, sofern die Blutabnahme vom Patienten

peripher erfolgte.

3.2 Probenvorbereitung

Pro Patienten gelangte mindestens je eine anaerobe und aerobe, beziehungsweise eine
padiatrische Blutkulturflasche ein, die in das Blutkultursystem BACT/ALERT® 3D der Firma
Biomerieux eingeflihrt und bei 37° Celsius bebriitet wurde. Mittels kolorimetrischer Messung
wird ein Wachstum friihzeitig erkannt. Die durch Erregerwachstum verursachte Zunahme des
CO2 Gehaltes in der Flasche fiihrt zu einer Anderung des pH-Wertes und damit zu einer
Farbanderung des Flaschenbodens von grau nach gelb. Dieser Farbumschlag wird von einem
Sensor detektiert.®? Sobald eine Flasche als positiv erkannt wurde, wurde ein aliquot von 2-
3ml Blut entnommen. Hiervon wurden 1-2 Tropfen Blut auf einen Objekttrager fiir die
Gramfarbung aufgetragen. Ein weiteres Aliquot wurde fiir die Identifikation mittel Sepsityper

beziehungsweise Cube Dx und Biofire verwendet.
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Die konventionelle Blutkultur gilt nach wie vor als Goldstandard der Erregerdiagnostik. Im
Folgenden wird die Vorgehensweise der Routinediagnostik in der Blutkultur am AKH Wien in

der Abteilung Klinische Mikrobiologie naher beschrieben.

3.3 Routineprozedere bei positiven Blutkulturen

3.3.1 Gramfarbung

Diese ist eine wichtige Methode in der mikrobiologischen Diagnostik, die die morphologische
Darstellung und eine grundlegende taxonomische Zuordnung im Lichtmikroskop ermaoglicht.
Nach einer unspezifischen Farbung mit einem Anilinfarbstoff, z.B. Gentianaviolett, wird Lugol-
Jodl6sung aufgetragen, die zur Bildung von Farbstoffkomplexen fihrt. Diese lagern sich in der
Mureinschicht der Bakterien ab und werden im nachfolgenden Schritt durch Ethanolzugabe
im Falle von gramnegativen Bakterien wieder entfarbt. Grampositive Bakterien unterschieden
sich im Aufbau ihrer Zelle von gramnegativen Bakterien, sodass der Farbstoffkomplex nicht
vom Alkohol gel6st werden kann. Grampositive Bakterien erscheinen demnach blau, wahrend
gramnegative Bakterien nach Gegenfarbung mit verdiinntem Karbolfuchsin eine rote Farbung

aufweisen.b3

Nach Durchfiihrung der Gramfarbung wurde in weiterer Folge eine Erregeridentifizierung
direkt aus dem Blut mittels MALDI TOF MS Sepsityper durchgefiihrt. Diese Methode ist
Bestandteil der herkdmmlichen Blutkulturdiagnostik in der Abteilung Klinische Mikrobiologie

des AKH Wien.

3.3.2 Sepsityper

Der MALDI Biotyper® ist ein Massenspektrometer, der in der Abteilung Klinische
Mikrobiologie des AKH Wien routinemaRig im Einsatz ist. Mit diesem Gerat ist sowohl eine
Erregeridentifizierung direkt aus dem Blut (Sepsityper) als auch aus der Subkultur moglich. Fiir
die vorliegende Studie wurde die ldentifizierung direkt aus dem Blut (Sepsityper) als
Referenzmethode herangezogen. Dieses Gerdt des Herstellers Bruker identifiziert
Mikroorganismen  aufgrund ihres individuellen  Peptidmassenfingerprint.®*  Das

Funktionsprinzip wurde bereits in der Einleitung naher erldutert. Nach dem Ergebnis der

25



Gramfarbung wurde direkt aus der positiven Blutkultur eine Erregeridentifizierung mittels
Sepsityper vorgenommen. Dies erfolgte nach dem von der Firma Bruker zur Verfligung
gestelltem  Protokoll und dem  zugehorigen  MBT  Sepsityper IVD  Kit
(https://www.bruker.com/en/products-and-solutions/microbiology-and-
diagnostics/microbial-identification-for-clinical-laboratories-ivd-ce/mbt-sepsityper-ivd-
kit.ntml). Zur Probenvorbereitung wurde 1ml der positiven Blutkultur in ein
Mikroreaktionsgefald Gbergeflihrt. Nach Zugabe von 200ul Lysis Puffer wurde dieser durch
vortexen mit der Probe vermischt und anschlieBend fiir 2 Minuten bei 13.000rpm
zentrifugiert. Im nichsten Schritt wurde nach Entfernen des Uberstandes das verbleibende
Pellet in 1ml Waschpuffer durch Auf-und Abpipettieren grindlich resuspendiert. Nach
vorangegangener Zentrifugation fir 1 Minute und 13.000rpm wurde der Uberstand erneut
verworfen und das Pellet in 300ul deionisiertem Wasser resuspendiert. Nach Zugabe von
900ul Ethanol wurde das MikroreaktionsgefaR mehrmals gekippt, bei 2 Minuten und 13.000
rpm zentrifugiert und der verbleibende Uberstand abgekippt. Um das Ethanol vollstindig zu
entfernen, fand ein erneuter kurzer Zentrifugationsschritt (ca. 6 sec) statt, anschliefend
wurde abpipettiert und das Gefal’ flir einige Minuten gedffnet stehen gelassen. Im letzten
Schritt erfolgte eine Zugabe von 70%iger Ameisensdaure mit einem variablen Volumen der
PelletgroRe entsprechend (2 bis 30ul). Nach sorgfaltiger Durchmischung wurde dasselbe
Volumen Acetonitril zugesetzt. Nach dem letzten Zentrifugationsschritt von 2 Minuten bei
13.000 rpm wurde ein Mikroliter des Uberstands auf das Stahltarget pipettiert. Das Target
umfasste insgesamt 96 Positionen. Nachdem die Oberflache getrocknet war, wurde mit einer
Matrixlosung von je 1ul pro Position Uberschichtet. Das Target wurde in das
Massenspektrometer eingebracht, sobald die Matrixlosung ebenfalls bei Raumtemperatur
getrocknet war. Der Zeitaufwand betrug in Summe ungefahr 30 Minuten, abhangig von der

Anzahl der durchgefiihrten Proben.5>6

Losung Inhaltsstoffe Hersteller
Lysispuffer Keine Angaben Bruker
Waschpuffer Keine Angaben Bruker
HPLC-Wasser / LiChrosolv
Ethanol / VWR Chemicals
Acetonitril / Honeywell
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70%ige Ameisensdure 300 pl HPLC Wasser + 700 pl | /

100% Ameisensaure

0S 95ul HPLC Wasser+5ul 100% | /
TFA+100ul Acetonitril

Matrix HCCA portioned 250ul OS Bruker

Bacterial Test Standard E.coli extract Bruker

3.3.3 Subkultivierung und MALDI TOF MS

Zusatzlich zur Erregeridentifizierung direkt aus dem Blut wurden Kulturmedien zur
Subkultivierung fiir jede positive Blutkulturflasche angelegt. Die Auswahl der Agarplatten
erfolgte nach dem Ergebnis der Gramfarbung, beziehungsweise des Sepsitypers, sofern dieser
ein Ergebnis lieferte. Das Universalmedium Columbia Agar mit 5% Schafblut wurde sowohl bei
grampositiven Mikroorgansimen als auch Gramnegativen gewahlt. Um das Wachstum
grampositiver Erreger zusatzlich zu gramnegativen Erregern auszuschlieBen, wurden zwei
Plattchen des Antibiotikums Colistin auf den Primarstrich der Columbia 5% Schafblut Platte
platziert. Grampositive Erreger weisen eine Resistenz gegen diesen Wirkstoff auf und konnten
aufgrund dessen im Hemmhof anwachsen. Um eventuell das Vorhandensein von Pilzen
Uberprifen zu kénnen, wurde unabhéngig vom Ergebnis der Gramfarbung die Probe auf ein
CHROMagar Medium ausgestrichen. CPSe und MacConkey Platten wurden ausschlieRlich bei
gramnegativen geraden Stdbchen verwendet. Diese Platten ermoglichen eine farbliche
Unterscheidung der gramnegativen Erreger.?> Lieferte die Bestimmung direkt aus dem Blut
mittels Sepsityper kein Ergebnis, beziehungsweise um das Sepsityper Ergebnis zu verifizieren,
wurde am darauffolgenden Tag die auf den Platten angewachsene Subkultur entnommen und
auf die Spots des MALDI Stahltargets aufgebracht. Nach der Zugabe von Ameisensdure auf die
Spots grampositiver Erreger wurden alle Spots mit einer Matrix Gberschichtet. AnschlieBend

wurde das Target wieder in das Massenspektrometer zur ldentifizierung eingebracht.
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3.3.4 Weitere Schnelltests aus der Subkultur

Um Erreger innerhalb sehr kurzer Zeit aus der Kultur zu identifizieren beziehungsweise

einzuordnen, stehen eine Reihe von Schnelltests zur Verfligung.

Mittels Koagulasetest wird eine Unterscheidung zwischen Koagulase-negativen und
Koagulase-positiven Staphylokokken ermoglicht. Nach Zufligen fibrinogenbeschichteter
Latexpartikel in Form eines Reagenzes auf die Bakterienkolonie entstehen nach Verreiben
Agglutinate, sofern die Reaktion positiv ist. Diese Agglutinate zeigen das Vorhandensein des
Clumping Factors und sind ein Indikator fir das Vorliegen des Koagulase-positiven

Staphylococcus aureus.%®

Eine weitere Moglichkeit bietet der Oxidasetest, der dem Nachweis von Cytochromoxidase
dient. Ziel ist die Unterscheidung von Oxidase-positiven Nonfermentern und Oxidase-
negativen Enterobakterien. Die Kolonien werden mit ausreichend Feuchtigkeit auf die
Reaktionszone des Teststreifens aufgerieben. Alternativ kann die Reaktionszone auch auf die
Kolonie aufgelegt werden. Ein Farbumschlag nach blau innerhalb einer Zeit von 15 Sekunden

bedeutet, dass der Test positiv ausgefallen ist.%®

Ein Katalasetest wird Ublicherweise zur Unterscheidung von katalasepositiven Staphylokokken
und katalasenegativen Streptokokken herangezogen. Auf ein positives Ergebnis deutet eine
Blaschenbildung hin, die aus der von dem Enzym Katalase induzierten Reaktion entsteht. Die

Ursache der Schaumbildung ist die Umwandlung von H,0> zu Sauerstoff und Wasser.%®

3.3.5 Resistenztestungen

3.3.5.1 Agardiffusionstest

Zur Bestimmung eines Antibiogramms wurde der Agardiffusionstest durchgefiihrt. Nach
Ausstreichen der Probe auf ein Nahrmedium werden Antibiotika-Testblattchen aufgelegt. Eine
anschlieRende Bebritung fiir 24h Stunden bei 37 Grad Celsius fihrt zu einem makroskopisch
sichtbaren Bewuchs. Im Bereich der Antibiotika-Testblattchen ist ein klarer Hemmof, dessen
Durchmesser gemessen werden kann, sichtbar. Es besteht eine Korrelation zwischen diesem

Durchmesser und der Minimalen Hemmkonzentration des Antibiotikums.6’
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3.3.5.2 Eazyplex

Die Firma AmplexDiagnostics GmBH liefert mit Eazyplex® eine Moéglichkeit zur Ermittlung von
Resistenzen direkt aus dem Blut. Das Testprinzip beruht auf einer ,Schleifen-vermittelten
isothermen Amplifikation“ (bekannt unter der Engl. Abklirzung LAMP) und einer real-time
Detektion auf Fluoreszenz Basis.®® Bei den Keimen Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae,

Staphylococcus aureus und Enterococcus faecium wurde eine solche Testung vorgenommen.

Als Probenmaterial wurden 5ul der positiven Blutkulturflaschen BacT/ALERT verwendet und
in 500ul RALF (Resuspension und Lysis Fluid) pipettiert. AnschlieBend wurde die RALF
Suspension fiir 2 Minuten bei 99°C inkubiert und fiir 30 Sekunden bei 1000xg zentrifugiert. Je
25ul dieser Suspension wurden ohne zu vortexen/ auf und abzupipettieren oder das Pellet zu
berlihren luftblasenfrei in die einzelnen Gefalle des Teststreifens pipettiert und in das Gerat
eingebracht.®® Escherichia coli und Klebsiella pneumoniae wurden auf SuperBug CRE,

Staphylococcus aureus auf MRSA und Enterococcus faecium auf VRE getestet.

3.4 Cube Dx

Die Firma Cube Dx GmbH ermdoglicht unter Einsatz eines multiplexen DNA Tests den Nachweis
von 56 Bakterienspezies und 11 Bakteriengenera (siehe Abbildung 2), 19 Pilzspezies und 5
Pilzgenera (siehe Abbildung 4) und 9 Resistenzgenen (siehe Abbildung 3), sowie von
Mischinfektionen aus positiven Blutkulturproben. Der Test ist nicht als alleinige

Diagnostikmethode, sondern als Ergdnzung zur herkémmlichen Kultivierung angedacht.®®
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Genus i Genus i
Abiothrophia Abiotrophia defectiva Klebsiella \Klebsiella oxytoca
\Klebsiella pneumoniae
Acinetobacter Acinetobacter baumannii
Acinetobacter calcoaceticus complex Legionella L egionella pneumop hila
Actinobacillus Acti illus p p Listeria
Anaerococcus Moraxella Moraxella catarhalis
Bacteriodes Bacteroides fragilis WMorganella Morganella morganii
Bordetella Bordetella pertussis MNeisseria \Neisseria meningitidis
Borreliella Pasteurella \Pasteurella multocida
Borreliella burgdorferi
Prevotella Prevotella buccae
Brucella \Prevotella intermedia
Burkholderia Burkholderia cepacia complex Propionibacterium
Burkholderia pseudomallei Propienibacterium acnes
Campylobacter Proteus
\Proteus mirabilis
Citrobacter Citrobacter koseri
Citrobacter freundii complex Providencia \Providencia stuartii
Corynebacterium Corynebacterium diphtheriae Pseudomonas \Pseudomeonas aeruginosa
Corynebacterium jeikeium P de non il
Corynebacterium ulcerans
Salmonella Salmonella enterica
Enterobacter Enterobacter aerogenes
Enterobacter cloacae Serratia Serratia marcescens
Enterobacter cloacae complex
Staphylococcus
Enterococcus Enterococcus faecalis Staphylococcus aureus
Enterococcus faecium Staphylococcus epidermidis and other CNS
Escherichia Escherichia coli Stenotrophomonas S ph Itophilia group
Finegoldia Finegoldia magna Streptococcus
Strepiococcus anginosus group
Fusobacterium Streplococcus agalactiae
Fusobacterium nucleatum Streptococcus dysgalaciiae
Fusobacterium necrophorum Streptococcus gordonii
Streptococcus mitis group
Granulicatella Granulicatella adiacens Sireplococcus pneumoniae
Strepiococcus pyogenes
Haemophilus Haemophilus haemolyticus Streptococcus salivarius group
Haemophilus influenzae
Y ersinia Yersinia enterocolitica
Helicobacter Helicobacter pylori Yersinia p culosis ¢

Abbildung 2: Panel von Cube Dx — Bakterien  Quelle: www.cubedx.com/deutsch/support/ressourcen/

gram+ Resistenz Resi zgen gram- Resistenz Resistenzgen
Vancomycin resistances vanA Betalactamase/ Carpabenemase |CTX m1/m3
vanB IMP
KPC
Methicillin resistances imecA NDM
imecC OXA18

Abbildung 3: Panel von Cube Dx — Resistenz %° Quelle: www.cubedx.com/deutsch/support/ressourcen/
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Genus Spezies

Aspergillus
Aspergillus clavatus
(Aspergillus flavus
(Aspergillus fumigatus
(Aspergillus niger
Aspergillus terreus
Candida
Candida albicans
Candida dubliniensis
Candida parapsilosis
Candida tropicalis
Candida glabrata
Candida auris

(Cladosporium

Fungi

Cryptococcus neoformans
Cryptococcus gartii

Fusarium oxysporum species complex
Fusarium solani species complex

Fichia Pichia kudriavzevii

Pneumocystis Pneumocystis jirovecii
Pneumocystis murina

Saccharomyces
Saccharomyces cerevisiae

Scedosporium

Abbildung 4: Panel von Cube Dx — Fungi ® Quelle: www.cubedx.com/deutsch/support/ressourcen/

Zu Beginn ist eine Aufbereitung der Probe erforderlich, die nach dem von der Firma Cube Dx
zur Verfligung gestelltem Protokoll erfolgte. Die Verwendung des LINA Puffers ermoglicht eine
direkte Erregeridentifizierung aus positiven Blutkulturen ohne vorangegangene
Extraktionsschritte. Vor der Durchfliihrung wurden die tiefgefrorenen und bei -15 bis -25 Grad
Celsius gelagerten PCR Boxen aufgetaut. Im ersten Schritt wurden 2ul der positiven Blutprobe
in 8ml des LINA Transfer-und Modulations-Puffers pipettiert. Nach mehrmaligem Invertieren
der Pufferrohrchen wurden je 20ul aus dem Puffergemisch enthnommen und jeweils in die drei
PCR-Mastermixes: Bacteria (16S), Fungi (28S) und Resistance pipettiert. Im Anschluss an die
Probenaufbereitung fand die Amplifikation der DNA statt. Dies geschieht unter Einsatz einer
Singleplex PCR und der Markierung der entstandenen Einzelstrange mit einem
Fluoreszenzmarker. Die PCR kann entweder an einem gPCR Gerdat oder an einem
Thermocycler erfolgen. Fiir die Umsetzung der vorliegenden Studie wurde ein Thermocycler
der Firma Analytic Jena verwendet. Die PCR umfasste 41 Zyklen, bestehend aus 5 Sekunden
bei 94°C, 10 Sekunden bei 56°C und 25 Sekunden bei 72°C. Abschliefend wird eine Minute
lang auf 72°C temperiert. Nach erfolgter Amplifikation wurden die Proben bei -25°C zur
Lagerung tiefgefroren und an die Firma Cube Dx zur weiteren Analyse gesendet. Fir den

Identifikationsschritt, der vor Ort bei der genannten Firma vorgenommen wurde, kam die
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hybcell-Technologie zur Anwendung. Dies ist das weltweit erste zylindrische Microarray. Die
Hybcell wurde nach dem Entpacken in das daflir vorgesehene Rack geschoben. Im letzten
Schritt wurden jeweils 30ul der PCR-Box Bacteria, Fungi und IPC in die Hybcell pipettiert. Nach
dem Beladen des Gerats konnte die Identifikation gestartet werden. Das zugrundeliegende
Analysenprinzip ist das compact sequencing. Die bei der Singleplex PCR entstandenen
Amplifikate binden an immobilisierte Primer. Eine DNA-Polymerase verlangert nun im Falle
einer perfekten Ubereinstimmung diese Primer. Genaue Waschschritte erméglichen ein
spezifisches Fluoreszenzsignal durch Entfernen unspezifischer Produkte. Dieses Signalmuster
wird vom hyborg unter Verwendung einer Software gescannt und analysiert. Die gesamte

Prozessdauer betrug insgesamt ungefihr zwei Stunden.®®

Material Hersteller
LINA Puffer Cube dx
PCR Box Bacteria Cube dx
PCR Box Fungi Cube dx

PCR Box Resistance Cube dx

hybcell Bacteria DNA | Cube dx
XB Kit

hybcell Fungi DNA xB | Cube dx
Kit

hybcell Pathogens | Cube dx

DNA xB Kit

System Liquid Cube dx
PE-Buffer Cube dx
hyborg Cube dx
Thermocycler Analytic Jena

TPersonal Thermocycler (Biometra)
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3.5 Biofire
In Verbindung mit den Ergebnissen der Gramfarbung dient der BioFire® Blood Culture
Identification 2 zum Nachweis von 33 Erregern und 10 Antibiotika-Resistenzgenen (siehe

Abbildung 5).7°

Grampositive Bakterien

Enterococcus faecalis Staphylococcus spp. Streptococcus spp.
Enterococcus faecium Staphylococeus aureus Streptococcus agalactiae (Gruppe B)
Listeria monocytogenes Staphylococcus epidermidis Streptococcus pneumoniae
Staphylococcus lugdunensis Streptococcus pyogenes (Gruppe A)
Acinetobacter calcoaceticus-baumannii-Komplex Enterobacterales
Bacteroides fragilis Enterobacter cloacae-Komplex
Haemophilus influenzae Escherichia coli
Neisseria meningitidis (verkapselt) Klebsiella aesrogenes
Pseudomonas aeruginosa Klebsiella oxytoca
Stenotrophomonas maltophilia Klebsiella pneumoniae-Gruppe
Proteus spp.
Salmonella spp.

Serratia marcescens
Hefe

Candida albicans Candida krusei Cryptococcus neoformans/gattii

Candida auris Candida parapsilosis

Candida glabrata Candida tropicalis

CTX-M KPC mecA/C NDM vanA/B
IMP mer-12 mecA/C und MREJ (MRSA) OXA-48-ghnlich VIM

Abbildung 5: Panel von Biofire 7° Quelle: https://www.biomerieux-diagnostics.com/biofire-bcid-panel

Im Zuge der vorliegenden Studie wurden 66 Proben mit dieser Methode getestet. Die
Einschlusskriterien umfassten gramnegative Stabchen, Hefen, gramnegative Diplokokken und
grampositive Kokken oder grampositive Stabchen (kurz und zu zweit). Letztere beiden nur aus
peripher abgenommenem Blut. Die zugrunde liegende Nachweismethode ist eine Nested-
Multiplex-PCR. Diese wird in einem geschlossenem 4-Schritte-Einwegsystem verrichtet. Zuvor

ist eine rasch durchfihrbare Probenvorbereitung erforderlich.

Diese Umsetzung erfolgte laut Protokoll und umfasste eine Dauer von zirka 5 Minuten. Im
ersten Schritt wurde der Riegel vorbereitet, indem dieser in die Ladestation fir den Riegel
eingefliihrt wurde. Anschliefend wurden das Injektionsrohrchen fiir die Probe und das
Injektionsréhrchen fiir die Hydrierung in die jeweils dafiir vorhergesehenen, farblich
markierten Vertiefungen gesetzt. Im Folgenden wurde das Injektionsréhrchen fir die

Hydrierung aus dem Verschluss gedreht und in die passende Hydrierungsoéffnung im Riegel



gesetzt. Nachdem die Hydrierungslosung in den Riegel gesaugt wurde, wurde der
Probenpuffer moglichst ohne Blasenbildung in das Injektionsréhrchen fiir die Probe gegossen.
In dasselbe Rohrchen wurden 0,2ml der positiven Blutprobe pipettiert. Nach VerschlieBen des
Rohrchens wurde dieses dreimal vorsichtig zum Durchmischen gekippt. Das Einsetzen in die
Ladestation fiir Riegel erfolgte analog zu dem Durchfiihrungsschritt des Injektionsréhrchens
fur Hydrierung. Nachdem die Flissigkeit der Proben/Puffermischung eingesaugt wurde,

konnte der Biofire beladen und die Erregeridentifizierung gestartet werden.

Zu Beginn wird die Probe mechanisch und chemisch mittels ,Bead Beating” und Probenpuffer
lysiert. Das Reinigen und Extrahieren der Nukleinsauren erfolgt durch
Magnetkugelchentechnik. Folgend findet die Nested Multiplex PCR bestehend aus einer
einzelnen Multiplex PCR und anschlieBend mehreren Singleplex PCRs, statt.”® Da es zum
Entstehen von unerwiinschten Nebenprodukten kommen kann, wird eine Singleplex PCR
angeschlossen, deren Primer nur mit der gewlinschten Ziel DNA hybridisieren kénnen. Diese
Primer liegen innerhalb der ersten Primer und somit wird das Risiko fiir das weitere Entstehen
von Nebenprodukten stark reduziert.”? Fir die Ergebnisgenerierung werden Endpunkt-

Schmelzkurvendaten herangezogen.”®

Material Hersteller

Probenpuffer bioMérieux
Hydrierungslésung bioMérieux
Riegel bioMérieux
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4 Ergebnisse

4.1 Ergebnisse Blutkultur — Sepsityper — Cube Dx

Im Rahmen der vorliegenden Studie wurden insgesamt 410 positive Blutkulturproben
untersucht. An allen diesen Proben wurde eine Identifizierung mittels Sepsityper und Cube Dx
vorgenommen. Die Ergebnisse dieser beiden Tests wurden mit dem endgiltigen Ergebnis der
Routine-Blutkulturdiagnostik als Goldstandard (wird in der Folge Blutkultur genannt),
verglichen. Ein Anteil von 66 Proben wurde des Weiteren mittels Biofire untersucht. Die
Ergebnisse dieser kleineren Studie werden in Kapitel 4.2 erlautert. Zuerst werden die

Ergebnisse der 410 Proben ohne die Ergebnisse des Biofire Tests erldutert.

Bei 366 der 410 Proben lag eine Monoinfektion vor und bei den verbleibenden 44 Proben eine
Mischinfektion mit 2, 3 oder 4 Erregern je Probe. Hier wird unter Monoinfektion
beziehungsweise Mischinfektion eine monomikrobielle beziehungsweise polymikrobielle
Kultur verstanden, da nicht mit Sicherheit von einer Infektion ausgegangen werden kann. Um
eine bessere Ubersicht zu gewéhrleisten, wurden die Monoinfektionen und Mischinfektionen
getrennt voneinander ausgewertet. Im Folgenden werden zuerst die Ergebnisse der

Monoinfektionen und anschlielRend die der Mischinfektionen beschrieben.

4.1.1 Monoinfektionen
Bei 366 Proben wurde eine Monoinfektion nachgewiesen, wobei bei einer Probe der Keim
mittels Blutkultur nicht nachgewiesen werden konnte, da dieser nicht subkultivierbar war.

Diese Probe wurde folglich bei der Ubereinstimmung der Ergebnisse nicht beriicksichtigt.

Bei den Monoinfektionen konnte eine Ubereinstimmung der Blutkultur, des Sepsitypers und
Cube Dx in 76,16% aller 365 Proben festgestellt werden. Wahrend die Ergebnisse des
Sepsitypers und der Blutkultur in 84,93% der Falle Gbereinstimmten, erreichte Cube Dx eine

knapp héhere Ubereinstimmung von 86,85% (siehe Abbildung 6).
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Ubereinstimmung

100,00%

86,85%

84,93%

80,00% 76,16%

60,00%

40,00%

20,00%

0,00%
BK, Sepsityper, Cube Dx BK und Sepsityper BK und Cube Dx

Abbildung 6: Ubereinstimmung der Ergebnisse von 365 Monoinfektionen — Blutkultur (BK), Sepsityper
und Cube Dx

4.1.1.1 Monoinfektionen — Erreger im Panel von Cube Dx

Nun werden ausschlielllich jene Proben betrachtet, die Erreger aus dem Cube Dx Panel
enthielten. Folglich kann dann eine Steigerung der jeweiligen Identifikationsraten verzeichnet
werden. Bei Cube Dx konnte demnach eine Ubereinstimmung mit der Blutkultur von 94,91%

erreicht werden. Dies entspricht einer Erhéhung um 8,06%.

Die Ergebnisse des Sepsitypers zeigten eine um 2,5% hohere Ubereinstimmung mit der

Blutkultur. Der Wert dieses Tests liegt dann bei 87,43%.

Somit liegt die Differenz zwischen Cube Dx und Sepsityper bei 7,48%.
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|dentifikationsrate: Keime im Panel von Cube Dx

enthalten
100,00%
12,57% 5,09%
80,00%
60,00%
40,00%
87,43% 94,91%
20,00%
0,00%
Sepsityper Cube Dx
M Erregerspezies identifiziert B Erregerspezies nicht identifiziert

Abbildung 7: Identifikationsrate der Tests Sepsityper und Cube Dx, wenn nur Proben (n=334) mit on-Panel Erregern inkludiert

werden

Von den gesamt 365 Proben enthielten 334 davon Erreger, die im Panel von Cube Dx enthalten
sind. Somit kann eine Abdeckung von 91,51% der untersuchten Proben verzeichnet werden.
Den groRten Anteil der enthaltenen Erreger bildeten Bakterien. Hierbei waren grampositive
Kokken mit einer Anzahl von 182 (54,49%) vorrangig. Wahrend grampositive Stabchen nur in
16 (4,79%) Proben vorkamen, wurden gramnegative Stabchenbakterien 122 (36,53%) mal
nachgewiesen. Des Weiteren wurden auch in einem kleinen Anteil von 14 (4,19%) Proben Pilze
detektiert, wobei dies ausschlielllich Candida Spezies waren. Tabelle 1A zeigt eine Auflistung
aller nachgewiesenen Erreger, die im Panel von Cube Dx enthalten sind. Hierbei ist zu
erwdhnen, dass eine Unterscheidung innerhalb der Spezies der Koagulase negativen

Staphylokokken bei Cube Dx nicht moglich ist.
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Staphylokokken nahmen den groRten Anteil unter den grampositiven Kokken ein. Koagulase
negative Staphylokken wurden hierbei in 112 Proben von der Blutkultur nachgewiesen. Die
Identifikationsrate von Cube Dx lag bei 99% in dieser Gruppe. Der Sepsityper zeigte hier
schlechtere Ergebnisse. Zum Beispiel konnte Staphylococcus epidermidis nur in 64 von 76
Fallen vom Sepsityper nachgewiesen werden. Staphylococcus aureus wurde von der Blutkultur

26-mal nachgewiesen und konnte von beiden Tests auch so oft erkannt werden.

Grampositive Stabchen inkludierten nur zwei Spezies, wobei in einem Fall Corynebacterium
jekeium und in 15 Fallen Cutibacterium acnes vorkam. Diese Stabchen wurden von Cube Dx zu
100% richtig identifiziert. Hier sind die Ergebnisse des Sepsitypers deutlich schlechter mit nur
5 nachgewiesenen Cutibakterien und keinem nachgewiesenen Corynebakterium. Unter den
gramnegativen geraden Stabchen wurde Escherichia coli gefolgt von Klebsiella
pneumoniae/variicola am haufigsten identifiziert. Beide Tests erzielten hier eine

Identifikationsrate von lber 95%. Detaillierte Ergebnisse sind in Tabelle 1A aufgelistet.

In Abbildung 8 sind jene 14 Erregerspezies dargestellt, die innerhalb der 334 Proben am
haufigsten nachgewiesen wurden. 6 dieser 14 Erregerspezies entfallen auf grampositive
Kokken, 6 auf gramnegative gerade Stabchen, 1 Erreger ist ein Pilz und 1 Erreger ein
grampositives Stabchen. Angeflihrt wird diese Liste von Staphylococcus epidermidis mit 76
nachgewiesenen Isolaten. Hier erzielte Cube Dx eine um rund 14,5% hohere Nachweisrate als
der Sepsityper. Als einziges in dieser Grafik vertretenes grampositives Stabchen ist bei
Cutibacterium acnes ein deutlicher Unterschied von rund 70% zugunsten Cube Dx zwischen
den beiden Tests ersichtlich. Unter den 14 von der Blutkultur nachgewiesenen Candida
Spezies, wurde Candida albicans am haufigsten verzeichnet. Bei diesem Erreger gelang eine

Identifizierung mit Sepsityper und Cube Dx in 50% beziehungsweise 70% der Falle.

Um eine bessere Ubersicht zu gewéhrleisten, sind die Ergebnisse von Abbildung 8 in Abbildung

9 prozentuell dargestellt.
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Tabelle 1A: Erregerliste

Erregername Blutkultur Sepsityper Cube Dx
n n % %
Hefen
Candida albicans 10 5 0,50 7 0,70
Candida dubliniensis 1 1,00 1 1,00
Candida glabrata 1 0,50 0 0,00
Candida tropicalis 1 1,00 1 1,00
Sonstige grampositive Kokken
Enterococcus faecalis 11 10 0,91 11 1,00
Enterococcus faecium 13 12 0,92 13 1,00
Granulicatella adiacens 1 1 1,00 1 1,00
Staphylokokken

Staphylococcus aureus 26 26 1,00 26 1,00
Staphylococcus capitis/ 3 3 1,00

Staphylococcus epidermidis/ 76 64 0,84

Staphylococcus haemolyticus/ 13 10 0,77 111 0,99
Staphylococcus hominis/ 18 15 0,83

Staphylococcus lugdunensis 2 2 1,00

Streptokokken
3-haemolysierende Streptokokken Gruppe B 2 2 1,00 1 0,50
3-haemolysierende Streptokokken Gruppe C 1 1 1,00 1 1,00
3-haemolysierende Streptokokken Gruppe G 2 2 1,00 2 1,00
Streptococcus anginosus Gruppe 3 2 0,67 3 1,00
Streptococcus gordonii 1 1 1,00 0 0,00
Streptococcus mitis/oralis 5 3 0,60 5 1,00
Streptococcus pyogenes 1 1 1,00 1 1,00
Streptococcus salivarius Gruppe 1 1 1,00 1 1,00
Streptococcus sanguinis Gruppe 3 2 0,67 3 1,00
Grampositive Stabchen
Corynebacterium jeikeium 1 0 0,00 1 1,00
Cutibacterium acnes 15 5 0,33 15 1,00
Gramnegative Bakterien

Acinetobacter baumannii Komplex 2 2 1,00 2 1,00
Campylobacter spezies (C. jejuni) 1 1 1,00 1 0,00
Campylobacter spezies (C. showae) 1 1 1,00 1 0,00
Citrobacter freundii 1 1 1,00 0 0,00
Enterobacter cloacae Komplex 7 7 1,00 5 0,71
Escherichia coli 47 46 0,98 47 1,00
Klebsiella aerogenes 2 2 1,00 2 1,00
Klebsiella oxytoca 6 6 1,00 5 0,83
Klebsiella pneumoniae/variicola 24 24 1,00 23 0,96
Morganella morganii 2 2 1,00 1 0,50
Proteus mirabilis 4 4 1,00 4 1,00
Pseudomonas aeruginosa 13 13 1,00 13 1,00
Pseudomonas putida Gruppe 2 2 1,00 0 0,00
Serratia marcescens 7 7 1,00 6 0,86
Stenotrophomonas maltophilia 3 3 1,00 3 1,00
Summe 334 292 317

Tabelle 1A zeigt die Ergebnisse aller on-Panel Erreger von Cube Dx, die mittels BK nachgewiesen wurden, sowie die Ergebnisse

der beiden Tests Sepsityper und Cube Dx
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Abbildung 8: Erreger, die bei 334 Monoinfektionen am Hdufigsten nachgewiesen wurden
Monoinfektionen (%)
100,00%
80,00%
60,00% ‘ ‘
2] 3] & ? W & 3+ & >
& \}\(p o _6\0‘9 c)5_'\ R & d\Q\z %&Q 4:‘\@@
& & o & & BN & & S
& q;‘z'é\ 0"’ > (9;7 bbe 2 6"& 3
& > Cf o
& & & & & & 6'@ @Q“?
A & & & @
&DL. & e}’b & é}' )
& <7 ©
) <@
Q}Q

Sepsityper M Cube Dx

Abbildung 9: Erreger, die bei 334 Monoinfektionen am Héufigsten nachgewiesen wurden, prozentuell dargestellt
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4.1.1.2 Diskonkordante Ergebnisse von Cube Dx

Bei den Proben, die mittels Cube Dx nicht korrekt identifiziert werden konnten, lieferte dieser
Test entweder gar kein Ergebnis oder einen oder mehrere falsche Erreger. Letzteres war bei
12 Proben der Fall, die in Tabelle 2 dargestellt sind. Hier ist ersichtlich, dass Cube Dx in 3
Proben ein falsches Ergebnis mit verschiedenen Erregern der Streptokokkengruppe anzeigte.
Staphylokokken sp. und Corynebacterium sp. wurden ebenso 3 beziehungsweise 2mal falsch
von Cube Dx nachgewiesen. Die Blutkultur hat diese Erreger in den jeweiligen Proben nicht

detektiert. In einer Probe mit Klebsiella variicola/pneumoniae lieferte Cube Dx stattdessen

Staphylococcus aureus.

misidentifiziert.

Enterococcus gallinarium wurde als

Enterococcus faecium

Tabelle 2: Cube Dx Ergebnisse diskonkordant

Blutkulturergebnis

Cube Dx Ergebnis

Acinetobacter bereziniae
Acinetobacter radioresistens
Candida glabrata

Candida lusitaniae

Eggerthella lenta

Eikenella corrodens
Enterococcus gallinarum
Klebsiella variicola/pneumoniae
Micrococcus luteus

Micrococcus luteus

Prevotella nigrescens
Trichosporon mycotoxiniovorans

Acinetobacter calcoaceticus complex

Staphylococcus sp.

Streptococcus mitis group

Staphylococcus sp.

Bacteroides fragilis

Enterococcus faecium; Staphylococcus sp.
Staphylococcus aureus

Corynebacterium sp.

Corynebacterium sp.;

Streptococcus salivarius group; Acinetobacter calcoaceticus complex
Streptococcus sp.

Acinetobacter baumannii

Tabelle 2 zeigt die Blutkulturergebnisse aus den Monoinfektionen, wo Cube Dx ein diskonkordantes Ergebnis geliefert hat
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4.1.1.3 Erreger, nicht im Panel von Cube Dx
In Tabelle 1B sind jene Erreger aufgelistet, die mittels Blutkultur nachgewiesen wurden, sich
jedoch nicht im Panel von Cube Dx befinden. Mittels Sepsityper konnten 18 dieser 31 Erreger

korrekt identifiziert werden. Dies entspricht einer Identifikationsrate von 58,06%.

Tabelle 1B
Erregername Blutkultur | Sepsityper

Acinetobacter bereziniae 1 1
Acinetobacter radioresistens 1 1
Apiotrichum (Trichosporon) mycotoxiniovorans 1 1
Bacillus cereus 2 2
Bacteroides intestinalis 1 0
Candida lusitaniae 1 1
Corynebacterium afermentans 1 0
Corynebacterium glucuronolyticum 1 0
Corynebacterium lipophiloflavum 1 0
Eggerthella lenta 1 0
Eikenella corrodens 1 0
Enterococcus gallinarum 1 1
fraglich Oribacterium sp. 1 0
Lactobacillus gasseri 1 1
Micrococcus luteus 6 5
Moraxella osloensis 1 0
Moraxella species 1 0
Ochrobactrum anthropi 1 1
Parabacteroides distasonis 1 0
Prevotella nigrescens 1 0
Prevotella oralis 1 1
Providencia rettgeri 2 2
Roseomonas mucosa 1 0
Streptococcus bovis Gruppe 1 1
Summe 31 18

Tabelle 1B zeigt jene Erreger, die mittels BK nachgewiesen wurden, die jedoch nicht im Panel von Cube Dx enthalten sind

42



4.1.2 Mischinfektionen

In 44 der gesamt 410 Proben wurden Mischinfektionen nachgewiesen. Diese Proben
enthielten folglich mehr als einen Erreger. Es wurden je Probe entweder 2, 3 oder 4 Erreger
nachgewiesen. Bei der Auswertung wurden zuerst die gesamten 44 Proben betrachtet und die
Ergebnisse der Blutkultur, des Sepsityper und Cube Dx gegenlibergestellt (siehe Tabelle 3A).
AnschlieBend wurden jene Proben selektiert, die ausschlieflich Erreger enthielten, die im

Panel von Cube Dx vertreten sind (siehe Tabelle 3B). Dies war bei 37 Proben der Fall.

Werden zuerst jene Ergebnisse aus Tabelle 3A betrachtet, wird sichtbar, dass am haufigsten 2
Erreger je Probe nachgewiesen wurden. Mindestens 1 von 2 Erregern je Probe konnte sowohl
mittels Sepsityper als auch Cube Dx in tUber 80% der Fdlle nachgewiesen werden. Beim
Nachweis von 2 von 2 Erregern schnitt Cube Dx deutlich besser ab als Sepsityper mit 47,22%
gegenulber 8,33%. 3 Erreger lagen in 7 Proben vor und hier konnten 3 von 3 Erreger in 2 Proben
von Cube Dx richtig nachgewiesen werden. Mehr als einen Erreger konnte Sepsityper in diesen

7 Proben nicht identifizieren. Jedoch gelang der Nachweis von 1 von 3 Erregern in 6 Proben.

Tabelle 3A: gesamt

Haufigkeit | Erregeranzahl | Sepsityper (n) Sepsityper (%) | Cube Dx (n) Cube Dx (%)
Ovon2 3 8,33% 3 8,33%
36 1lvon?2 30 83,33% 16 44,44%
2von?2 3 8,33% 17 47,22%
Erregeranzahl | Sepsityper (n) Sepsityper (%) | Cube Dx (n) Cube Dx (%)
Ovon3 1 14,29% 0 0,00%
5 lvon3 6 85,71% 4 57,14%
2von3 0 0,00% 1 14,29%
3von3 0 0,00% 2 28,57%
Erregeranzahl | Sepsityper (n) Sepsityper (%) | Cube Dx (n) Cube Dx (%)
Ovon4 0 0,00% 0 0,00%
lvon4 1 100,00% 0 0,00%
1 2von4 0 0,00% 0 0,00%
3von4 0 0,00% 0 0,00%
4von4 0 0,00% 1 100,00%

44

Tabelle 3A zeigt die Ergebnisse der gesamten Proben (n=44) mit Mischinfektionen
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Werden nun jene Ergebnisse von Tabelle 3B begutachtet, die ausschliefllich Proben mit
Erregern, die sich im Panel von Cube Dx befinden, enthalten, ist eine Steigerung der
Identifikationsrate bei Cube Dx ersichtlich. 2 von 2 Erreger kdnnen nun in 56,67% gegeniliber

47,22% korrekt nachgewiesen werden.

Tabelle 3B: Spezies im Panel

Haufigkeit | Erregeranzahl | Sepsityper (n) Sepsityper (%) | Cube Dx (n) Cube Dx (%)
Ovon?2 2 6,67% 2 6,67%
30 lvon2 26 86,67% 11 36,67%
2von?2 2 6,67% 17 56,67%
Haufigkeit | Erregeranzahl | Sepsityper (n) Sepsityper (%) | Cube Dx (n) Cube Dx (%)
Ovon3 0 0,00% 0 0,00%
6 lvon3 6 100,00% 3 50,00%
2von3 0 0,00% 1 16,67%
3von3 0 0,00% 2 33,33%
Haufigkeit | Erregeranzahl | Sepsityper (n) Sepsityper (%) | Cube Dx (n) Cube Dx (%)
Ovon4 0 0,00% 0 0,00%
lvon4 1 100,00% 0 0,00%
1 2von4 0 0,00% 0 0,00%
3von4 0 0,00% 0 0,00%
4von4 0 0,00% 1 100,00%

37

Tabelle 3B zeigt die Ergebnisse der Proben (n=37), die on-Panel Erreger enthielten
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4.1.3 Zusatzlich nachgewiesene Erreger

Cube Dx hat in 25 der gesamt 410 Proben mindestens einen Erreger detektiert, der mittels
Blutkultur nicht nachgewiesen wurde. In 4 Proben wurden mindestens 2 weitere und in 1
Probe wurden 3 weitere Erreger von Cube Dx identifiziert. Abbildung 10 liefert eine Auflistung
eben jener Erreger. Hier nehmen Coryne sp. mit einer Anzahl von 7 den grofSten Anteil ein. 6
Erreger entfallen auf Streptokokken. Fusobacterium nucleatum, Haemophilus influenza und
Anaerococcus sp. waren generell in der gesamten Studie in Bezug auf den Goldstandard der

Blutkultur nicht vertreten.

zusatzlich nachgewiesene Erreger

Streptococcus salivarius group
Streptococcus pneumoniae
Streptococcus mitis group
Streptococcus gordonii
Streptococd Lancefield Groups C,G,F
Staphylococcus sp.
Pseudomaonas aeruginosa
Proteus mirabilis
Propionibacterium sp.
Propionibacterium acnes
Haemophilus influenzae
Granulicatella adiacens
Fusobacterium nucleatum
Enterobacter cloacae
Corynebacterium sp.

Candida sp.

Anaerococcus sp.
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Abbildung 10: Erreger, die von Cube Dx in 25 Proben zusdtzlich detektiert wurden, von BK aber nicht nachgewiesen wurden



4.1.4 Resistenzgene

Cube Dx ermoglicht neben der ldentifizierung von Erregern auch den Nachweis von 9
Resistenzgenen. Hierbei ist erwdhnenswert, dass die Resistenzgene auch dann angezeigt
werden, wenn der Erreger selbst nicht erkannt wurde. So kann das Ergebnis fiir Bakterien

negativ ausfallen, jedoch das Ergebnis der Resistenz zum Beispiel mecA lauten.

In der vorliegenden Studie wurde fiir das Resistenzgen mecA fir Koagulase negative
Staphylokokken das Ergebnis eines Antibiogramms als Referenz herangezogen. Lautete dieses
resistent bei den Wirkstoffen Oxacillin beziehungsweise Cefoxitin, wurde die Probe als mecA
positiv betrachtet. Bei den Erregern Staphylococcus aureus, Klebsiella pneumoniae,
Escherichia coli und Enterococcus faecium wurde nach dem Positivwerden der Blutkultur eine
LAMP vorgenommen, um rasch Therapie-relevante Resistenzgene detektieren zu kdnnen.
Sowohl| das Erstellen des Antibiogramms als auch die Durchfiihrung der isothermen

Amplifikation wurden im Zuge der Routinediagnostik durchgefiihrt.

100 Proben enthielten Methicillin-resistente Koagulase Negative Staphylokokken. Mittels
Cube Dx konnte in 82 Proben dieses Resistenzgen nachgewiesen werden. Bei 3 Proben hat
Cube Dx das Resistenzgen mecA falsch positivangezeigt, da dieses hier von der Blutkultur nicht

nachgewiesen wurde.

Es lagen zwei Methicillin-resistente Staphylococci aureus vor, die auch von Cube Dx korrekt als
solche identifiziert wurden. Ebenso konnte bei Klebsiella pneumoniae mit dem Resistenzgen
OXA-48 sowohl der Erreger als auch das Resistenzgen selbst korrekt identifiziert werden. Ein
negatives Ergebnis lieferte Cube Dx jedoch in den 3 nachgewiesenen Fallen eines positiven
CTX-M-1 Ergebnisses bei Escherichia coli (2) und Klebsiella pneumoniae (1). In diesen Fallen
gelang zwar der Nachweis von Klebsiella pneumoniae (1 von 1) und Escherichia coli (1 von 2)

jedoch nicht der des Resistenzgens (siehe Abbildung 11).
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Abbildung 11: resistente Erreger Vgl. BK und Cube Dx
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4.2 Ergebnisse — Blutkultur — Sepsityper — Cube Dx — Biofire
An 66 Proben wurde zusatzlich eine Identifikation mittels Biofire durchgefiihrt. Bei 60 dieser
Proben lag eine Monoinfektion vor und bei den verbleibenden 6 Proben wurden

Mischinfektionen festgestellt. Die Ergebnisse werden im Folgenden erlautert.

4.2.1 Monoinfektionen

Bei 70% der 60 Proben konnte eine Ubereinstimmung der Ergebnisse von Blutkultur,
Sepsityper, Cube Dx und Biofire festgestellt werden. Die hochste Identifikationsrate wurde
von Sepsityper mit 93,33% erzielt, gefolgt von Cube Dx mit 88,33% und die geringste
Identifikationsrate wies Biofire mit 81,67% auf (siehe Abbildung 12). Hierbei sind jedoch auch

11 Proben mit Erregern inkludiert, die sich nicht im Panel von Biofire befinden.

Ubereinstimmung: gesamt

100,00% 93,33%

88,33%
81,67%

80,00%
70,00%
60,00%

40,00%

20,00%

0,00%

alle Tests m Sepsityper und Blutkultur ® Cube Dx und Blutkultur ® Biofire und Blutkultur

Abbildung 12: Ubereinstimmung aller Tests mit BK bei gesamten Probenanzahl (n=60) der Monoinfektionen

Werden diese 11 Proben mit off-Panel Erregern ausgeschlossen, dndern sich die Ergebnisse
deutlich. Nun erreicht Biofire eine Identifikationsrate von 100%. An zweiter Stelle befindet
sich Sepsityper mit 95,92% und danach Cube Dx mit 89,80%. Die Ubereinstimmung aller 3
Tests mit der Blutkultur steigt um 15,71% und liegt nun bei 85,71% (siehe Abbildung 13).
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Ubereinstimmung: Spezies im Panel von Biofire
100,00%

100,00% 95.92%
85,71%

89,80%

80,00%

60,00%

40,00%

20,00%

0,00%

alle Tests Sepsityper und BK W Cube Dxund BK W Biofire und BK

Abbildung 13: Ubereinstimmung aller Tests mit BK bei Proben der Monoinfektionen, die nur on-Panel Erreger (Biofire)

enthielten

Tabelle 4 liefert einen Uberblick iber die 60 nachgewiesenen Erreger. Staphylococcus
haemolyticus, Staphylococcus hominis, Micrococcus Iuteus, Campylobacter jejuni,
Streptococcus dysgalacticae, Streptococcus anginosus und sanguinis Gruppe und Morganella
morganii befinden sich nicht im Panel von Biofire. Bei Staphylococcus haemolyticus,
Staphylococcus hominis sowie bei den Streptokokken und Morganella morganii war jedoch ein
Nachweis der jeweiligen Genera moglich. Micrococcus luteus ist auch nicht im Panel von Cube
Dx enthalten. Das Genus Campylobacter konnte von Cube Dx als korrekt identifiziert werden,
jedoch ist der Nachweis als Spezies, im konkreten Fall, als Campylobacter jejuni, nicht moglich,

da dieser nicht im Panel inkludiert ist.

Es wird deutlich, dass Cube Dx mit 2 im Vergleich zu Biofire mit 8 Erregerspezies, die nicht im
jeweiligen Panel enthalten sind, eine hohere Abdeckung des Erregerspektrums der

durchgefiihrten Proben lieferte.
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Tabelle 4: Monoinfektionen

Erreger Spezies Blutkultur Sepsityper Cube Dx Biofire

(n) (n) (%) (n) (%) (n) (%)
Grampositive Kokken

Enterococcus faecalis 1 1 1,00 1 1,00 1 1,00
Enterococcus faecium 4 4 1,00 4 1,00 4 1,00

Staphylokokken
Staphylococcus aureus 5 5 1,00 5 1,00 5 1,00
Staphylococcus epidermidis/ 7 6 0,86 7 1,00
Staphylococcus haemolyticus/ 2 2 1,00 11 1,00 2 * 1,00
Staphylococcus hominis 2 2 1,00 2 * 1,00
Micrococcus luteus 1 0 0,00 0 ** 0,00 0 ** 0,00

Streptokokken
R-haemolysierende Streptokokken Gruppe C 1 1 1,00 1 1,00 1* 1,00
Streptococcus anginosus Gruppe 1 0 0,00 1 1,00 1* 1,00
Streptococcus pyogenes 1 1 1,00 1 1,00 1 1,00
Streptococcus sanguinis Gruppe 1 1 1,00 1 1,00 1* 1,00

Gramnegative Bakterien
Acinetobacter baumannii Komplex 1 1 1,00 1 1,00 1 1,00
Campylobacter spezies (C. jejuni) 1 1 1,00 1* 1,00 0 ** 0,00
Enterobacter cloacae Komplex 3 3 1,00 1 0,33 3 1,00
Escherichia coli 10 10 1,00 10 1,00 10 1,00
Klebsiella aerogenes 1 1 1,00 1 1,00 1 1,00
Klebsiella pneumoniae/variicola 4 4 1,00 3 0,75 4 1,00
Morganella morganii 2 2 1,00 1 0,50 2 * 1,00
Pseudomonas aeruginosa 4 4 1,00 4 1,00 4 1,00
Serratia marcescens 1 1 1,00 0 0,00 1 1,00
Stenotrophomonas maltophilia 2 2 1,00 2 1,00 2 1,00
Hefen

Candida albicans 4 3 0,75 3 0,75 4 1,00
Candida tropicalis 1 1 1,00 1 1,00 1 1,00
Summe 60 56 0,93 53 0,88 58 0,97
* Genus erkannt (Spezies nicht im Panel)
** weder Genus noch Spezies im Panel

Tabelle 4 zeigt die Ergebnisse von Proben (n=60) mit Monoinfektionen

Die untenstehende Grafik (Abbildung 14) zeigt jene 15 Erreger, die am hdaufigsten
nachgewiesen wurden und auch gleichzeitig im Panel von Biofire und Cube Dx enthalten sind.
In der Gruppe der gramnegativen geraden Stabchen wurde Escherichia coli (n=10) am
haufigsten von der Blutkultur nachgewiesen. Dieser Erreger konnte von allen 3 Tests mit einer
Identifikationsrate von 100% detektiert werden. Sepsityper zeigt bei Staphylococcus
epidermidis ein schlechteres Ergebnis als die anderen beiden Tests. Wahrend dieser Test
hingegen bei Klebsiella pneumoniae/variicola, Enterobacter cloacae und Serratia marcescens
einen Nachweis von 100% erreichte, schnitt hier Cube Dx schlechter ab. Candida albicans
konnte von den beiden Tests jeweils nur in 3 von 4 Fillen nachgewiesen werden. Mittels

Biofire konnten alle der 15 haufigsten Erregerspezies zu 100% korrekt identifiziert werden.

Abbildung 15 stellt jene Ergebnisse aus Abbildung 14 prozentuell dar.
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Monoinfektionen (n)
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Abbildung 14: die hdufigsten Erreger der Monoinfektionen (n=49)

Monoinfektionen (%)

100,00%
80,00%
60,00%
40,00%
20,00% ‘
0,00%

i+ S ) 5
& <~ & 2 N & & e &
2C & 0@ & _‘\\00 :,\‘} O 3 (5;\\ ) \(;a ({@ & %‘5:\ %Qp
S o° ¥ 8 N & & §° <© @
& & & é\b’(b {0‘2’\ & (,’bq' & <& b & & \}G’Q \@& cf“s'J
o & o & > IS > & = 2 & AN o
<& o> o £ 8 & N N o & X o~ g <
& R\ ¢ & © 3 & S %3 5 < g ©
g 3 g d e
N & & & ¢ N AR S Y o
R\ <2 Q < N 2 * ¢ & ©
& 9 > & S R X8 8
X o ¢ S & £
< e & Zoo &
2 haty e
o ¢ 9 &

Sepsityper % M Cube Dx% M Biofire %

Abbildung 15: die héufigsten Erreger der Monoinfektionen aus Abb. 14 prozentuell dargestellt
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4.2.2 Mischinfektionen

In 6 der 66 Proben konnte jeweils mehr als 1 Erreger von der Blutkultur nachgewiesen werden.
Tabelle 5 zeigt die Ergebnisse dieser Mischinfektionen. In der Halfte dieser Proben ist jeweils
mindestens eine Erregerspezies enthalten, die sich nicht im Panel von Biofire befindet. Bei den
Erregern Citrobacter koseri, Streptococcus salivarius Gruppe, Streptococcus mitis/oralis war
jedoch ein Nachweis des Genus moglich. Granulicatella adiacens und Pseudomonas putida
Gruppe zeigten kein Ergebnis des Genus, was jedoch auf das Fehlen der jeweiligen Genera im

Panel zurickzufuhren ist.

Tabelle 5: Mischinfektionen
Blutkulturergebnis
Klebsiella oxytoca; Staphylococcus

Sepsityper Ergebnis Cube Dx Ergebnis Biofire Ergebnis

epidermidis; Pseudomonas putida
Gruppe *

Citrobacter koseri* ; Streptococcus
salivarius Gruppe*

Klebsiella oxytoca

unklar

Klebsiella oxytoca; Pseudomonas
aeruginosa

Streptococcus salivarius group;
Citrobacter koseri

Staphylococcus epidermidis, Klebsiella
oxytoca

Streptococcus spp., Enterobacterales

Granulicatella adiacens* ;
Streptococcus mitis/oralis*
Klebsiella oxytoca; Klebsiella
aerogenes
Klebsiella pneumoniae;
Pseudomonas aeruginosa
Klebsiella pneumoniae; Klebsiella
aerogenes| Klebsiella aerogenes; pneumoniae

Anm.: kursiv* Spezies nicht im Panel von Biofire

Granulicatella adiacens Granulicatella adiacens Streptococcus spp.
Klebsiella aerogenes, Klebsiella
oxytoca

Klebsiella pneumoniae group,
Pseudomonas aeruginosa
Klebsiella aerogenes; Klebsiella

pneumoniae group

Klebsiella oxytoca| Klebsiella oxytoca; Klebsiella aerogenes
Klebsiella pneumoniae; Pseudomonas
Klebsiella pneumoniae aeruginosa

Klebsiella pneumoniae

Tabelle 5 zeigt die Ergebnisse der Mischinfektionen

Aufgrund der geringeren Panelabdeckung zeigt Biofire bei den Mischinfektionen eine
geringere ldentifikationsrate. Cube Dx konnte beim Vorliegen von 2 Erregern in der Probe in
3 von 5 Fallen beide dieser Erreger korrekt identifizieren. Dies war mit Sepsityper nur in 1 von
5 Fallen moglich. In einer der 6 Proben lagen 3 Erreger vor. Sepsityper und Cube Dx
identifizierten jeweils einen dieser 3 Erreger korrekt, Biofire konnte 2 dieser 3 Erreger

nachweisen.
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Mischinfektionen Speziesidentifikation

Haufigkeit |Erregeranzahl| Sepsityper Cube dx Biofire Biofire*
Ovon?2 1 0 2 0
5 lvon?2 3 2 0 1
2von?2 1 3 3 4
Ovon3 0 0 0 0
1 lvon3 1 1 0 0
2von3 0 0 1 1
3von3 0 0 0 0
* Genus

Tabelle 6: Ergebnisse der Mischinfektionen

4.2.3 Resistenzen

Mit Biofire ist der Nachweis von 10 Resistenzgenen moglich. Innerhalb der 66 Proben, die

mittels Biofire untersucht wurden, lag in 9 Proben das Resistenzgen mecA vor. Hier wurde

ebenso ein

beziehungsweise Cefoxitin als positiv flir das Resistenzgen mecA verwendet.

Biofire konnte 6 dieser 9 Falle korrekt nachweisen, wohingegen dies bei Cube Dx nurin 4 Fdllen
gelang (siehe Abbildung 16). Hierbei ist wichtig zu erwahnen, dass Biofire das Resistenzgen
nur dann anzeigt, wenn die Erregerspezies identifiziert werden konnte. Cube Dx zeigt das

Resistenzgen unabhdngig davon an. Da innerhalb der 66 Proben keine andere Resistenz

auftrat, konnte hier kein Vergleich zur Blutkultur gezogen werden.
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Abbildung 16: Resistenzgen mecA

*Cube Dx erkennt Resistenzgen unabhdngig von Erreger; **Biofire erkennt Resistenzgen nur mit dem jeweiligen, im Panel

enthaltenen Erreger
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5 Diskussion

5.1 Blutkultur — Sepsityper — Cube Dx

Die Blutkultur gilt nach wie vor als Goldstandard in der Erregerdiagnostik. Da bis zum Vorliegen
der Ergebnisse oft Tage vergehen, wurden in den letzten Jahrzehnten neue Testsysteme
entwickelt, um diese Zeit zu verkirzen und v.a. rasch vorldufige, jedoch meist
richtungsweisende Befunde erstellen zu kénnen. Von solchen Befunden kénnen Patienten
malgeblich profitieren, da das Einleiten einer gezielten antimikrobiellen Therapie folglich
friher erfolgen kann.”*%061 Reduzierte Mortalitit, bessere klinische Outcomes und eine

Einsparung von Breitbandantibiotika sind positive Folgen fiir den Patienten.”?

In der vorliegenden Studie wurde ein bereits routinemaRig eingesetzter, auf
Massenspektrometrie basierter Test der Firma Bruker (Sepsityper) und ein neuer PCR Test der
Firma Cube Dx mit der konventionellen Blutkultur verglichen. Der PCR Test ist derzeit noch

nicht routinemafig im Einsatz. Daher ist die vorliegende Studie eine der Ersten dieser Art.

Es konnte eine Ubereinstimmung der Ergebnisse der beiden Tests mit der Blutkultur in 76,16%
der untersuchten Proben festgestellt werden. Cube Dx erreichte eine Identifikationsrate von
86,85% und Sepsityper von 84,93%. Wenn nur jene Proben betrachtet werden, die Erreger aus

dem Cube Dx Panel enthalten, lag die Identifikationsrate von Cube Dx bei 94,91%.

Bereits durchgefiihrte Studien mit dem Testkit der Firma Cube Dx konnten auf herkdmmlichen
Datenbanken nicht gefunden werden, sondern lediglich auf der Firmenwebsite

(https://www.cubedx.com/deutsch/molekulare-mikrobiologie/testkits/).”

Eine dieser angefiihrten Studien, die ebenso das Extraktionskit LINA der Firma Cube Dx
verwendet hat, wurde in Schweden durchgefiihrt. Hier haben die Autoren eine
Identifikationsrate von 93% festgestellt. Diese Rate entspricht der in dieser Studie
festgestellten von 94,91%, wenn nur jene Proben betrachtet werden, die Erreger aus dem
Cube Dx Panel enthalten. Aus der schwedischen Arbeit geht jedoch nicht hervor, welche
Erreger nachgewiesen wurden und welche letztendlich in ihre Auswertung inkludiert

wurden.’*
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Die in dieser Studie festgestellte Identifikationsrate des Sepsitypers lag bei 84,93% bezogen
auf 365 Monoinfektionen. Werden nur die 334 Proben mit Erregern aus dem Panel von Cube
Dx betrachtet, dann lag die Identifikationsrate des Sepsitypers bei 87,43%.
Vorangegangene Studien berichten von Identifikationsraten von rund 74%

bis zu 90%_75,76,77,78,79

In der vorliegenden Studie wurde mittels Sepsityper eine bessere |dentifikationsrate bei
gramnegativen Bakterien (94,07%) gegeniber Grampositiver (81,22%) festgestellt. Auch in
anderen Studien wird berichtet, dass gramnegative Bakterien generell sehr gut identifiziert
werden kénnen und der Nachweis grampositiver Bakterien allgemein schlechter gelingt. 808182
Laut einem von Morgenthaler et al verfassten Review, der Daten von 21 Reports
zusammenfasst, liegt die Identifikationsrate grampositiver Bakterien durchschnittlich bei
76,1%. Wobei hier teilweise auch Identifikationsraten von bis zu 90% verzeichnet wurden.
Gramnegative Bakterien zeigten Nachweisraten von tber 90% jedoch auch bis zu tGber 95%.
Die Ursache fiir den Unterschied bei der Identifikation grampositiver und gramnegativer
Bakterien ist noch nicht geklart. Es konnte sein, dass dieser auf die dickere Zellwand und eine
dadurch reduzierte Menge extrahierter Proteine grampositiver Bakterien zurtickzufiihren

ist.83

Bei dem Nachweis grampositiver Stabchen, wie zum Beispiel Cutibacterium acnes hat Cube Dx
deutlich bessere Ergebnisse als der Sepsityper geliefert. Bei dieser Erregergruppe ware der
Einsatz dieser PCR Methode anstelle oder zusatzlich zum Sepsityper sinnvoll. Des Weiteren
zeigte Cube Dx beim Nachweis grampositiver Kokken, vor allem der Staphylokokken, eine
hohere Identifikationsrate. Hier ist jedoch zu erwdhnen, dass Cube Dx nicht zwischen den

einzelnen Spezies der Staphylokokken unterscheiden kann.

Mittels Cube Dx ist der Nachweis von Bakterien (56 Spezies) und Pilzen (19 Spezies) moglich.”3
In der vorliegenden Studie konnten mit der Blutkultur 34 dieser Spezies nachgewiesen
werden. Einige der Erreger, die im Erregerspektrum von Cube Dx enthalten sind, sind in dieser
Studie folglich nicht vorgekommen. Dazu zahlen beispielsweise Legionella pneumophila,
Helicobacter pylori, Neisseria meningitidis oder Aspergillus niger. Es bleibt daher offen, ob ein
Nachweis dieser Erreger, die nicht in der Studie inkludiert waren, mittels Cube Dx ebenso

gelungen ware.
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11 der in dieser Studie inkludierten Erreger aus dem Cube Dx Panel, wie beispielsweise
Granulicatella adiacens oder Streptococcus pyogenes, sind nur einmal vorgekommen. Hier ist
somit schwierig eine Aussage zu treffen, ob diese Erreger verldsslich von den beiden Tests
detektiert werden kénnen. Die Durchfiihrung weiterer Studien, die auch seltene Erreger in

hoheren Zahlen inkludieren, wéare daher sinnvoll.

Cube Dx hat bei den 410 untersuchten Proben 30 Erreger nachgewiesen, die in den jeweiligen
Proben von der Blutkultur nicht detektiert werden konnten. Dazu zahlt zum Beispiel
Fusobacterium nucleatum. Eine Bakteridamie mit Erregern der Gruppe Fusobacterium tritt sehr
selten auf, wobei die Spezies Fusobacterium nucleatum am haufigsten dafiir verantwortlich
ist.84 Es bleibt offen, ob der Nachweis der 30 zusatzlichen Erreger auf falsch positive Ergebnisse
zurlickzufiihren ist, da keine Nachtestungen aus diesen Proben durchgefiihrt wurden. Denkbar
ware, dass diese Erreger mittels Blutkultur nicht angeziichtet werden konnten, z.B aufgrund
des Einflusses einer antimikrobiellen Therapie. Eine weitere Moglichkeit ware, dass nur

Erreger-DNA im Blut vorhanden gewesen ist.®!

In einer aus 410 Proben war der vorliegende Erreger nicht mittels Blutkultur subkultivierbar
und konnte somit nicht identifiziert werden. Dieser Erreger konnte ebenso nicht mittels
Sepsityper detektiert werden. Cube Dx hat hier Cutibacterium acnes identifiziert. Es wurde
kein Identifizierungsversuch mit einer weiteren Methode bei dieser Probe vorgenommen,
daher kann nicht mit Sicherheit gesagt werden, dass das Ergebnis von Cube Dx korrekt ist. Da

die Gramfarbung dieser Probe grampositive Stabchen zeigte, ware es jedoch denkbar.

Einen klaren Vorteil bietet Cube Dx gegeniiber dem Sepsityper beim Nachweis von
Mischinfektionen. Hier konnte in deutlich mehr Proben jeweils mindestens 2 Erreger
identifiziert werden. Es ist aus vorangegangenen Studien bekannt, dass Sepsityper bei
Mischinfektionen eine schlechtere Nachweisrate hat. Meex et al konnten in ihrer Studie bei 6

polymikrobiellen Proben mittels Sepsityper nur je einen Erreger nachweisen.?>

Zu vergleichbaren Ergebnissen kommen Tanner et al und Martinez et al, jedoch mit einer
héheren Anzahl als Meex et al von 32 beziehungsweise 13 Proben und einer lber 75%-igen
Identifikationsrate von einem Erreger.8®87 In der vorliegenden Studie konnte mittels
Sepsityper in Gber 80% 1 Erreger und in knapp 8% 2 Erreger bei einer Probenanzahl von 44

identifiziert werden.
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Ein weiterer Vorteil den Cube Dx gegeniber Sepsityper bietet, ist die Mdglichkeit zum
Nachweis von Resistenzgenen. Dies ist bei Sepsityper lediglich mit einem zusatzlichen Assay
von Bruker moglich.88 Um eine Metbhicillin Resistenz phanotypisch festzustellen, kann ein
Agardiffusionstest zur Erstellung eines Antibiogramms mit dem Wirkstoff Cefoxitin aus der
Gruppe der Cephalosporine als verldssliche Methode verwendet werden,® wobei dieser
Wirkstoff als sensitiver und spezifischer Marker gilt.?%°192 Mittels Antibiogramm wurde bei
100 Proben eine Resistenz Koagulase negativer Staphylokokken auf den Wirkstoff Oxacillin
beziehungsweise Cefoxitin getestet. Dieses Ergebnis wurde als Methicillin-resistente (mecA)
Koagulase negative Staphylokokken gewertet. Bei diesen 100 Proben wurde allerdings von
Cube Dx nur in 82 Fallen das Resistenzgen mecA identifiziert. Die Sensitivitat des Cube Dx fir
den Nachweis der Methicillin-Resistenz bei Koagulase negativen Staphylokokken betrug also

82%.

Weitere Resistenzgene, die von Cube Dx nachgewiesen werden kénnen sind mecC, vanA, vanB
und Extended Spektrum Betalaktamasen und Carbapenemasen (CTX-M1/M3, IMP, KPC, NDM
und OXA-48).7% In der vorliegenden Studie wurden lediglich CTX-M1/3 und OXA-48 mittels
LAMP identifiziert. Somit bleibt offen, welche Nachweisrate Cube Dx bei den verbleibenden
Resistenzgenen aufweisen wiirde. Da CTX-M1 und OXA-48 lediglich in 3 beziehungsweise 1
Probe auftraten, sind die Ergebnisse hier nicht sehr aussagekraftig. Ein Vorteil von Cube Dx ist,
dass Resistenzgene nachgewiesen werden kdnnen, ohne dass der Erreger identifiziert werden
muss. Somit kann diesbeziiglich bereits eine erste Aussage bezliglich der anstehenden
Therapie des Patienten getroffen werden, auch wenn eine Erregeridentifizierung nicht

gegliickt ist.

Wie bereits erwdhnt, ist eine moglichst rasche Erregeridentifizierung fir die
Therapieeinleitung beim Patienten essenziell. Beide Tests, sowohl Sepsityper als auch Cube
Dx zeigen hier gegeniiber der konventionellen Blutkultur einen eindeutigen Zeitgewinn von
mehr als 12 Stunden. Die Durchfiihrung des Sepsitypers nahm je nach Probenanzahl bis zu 30
Minuten Zeit in Anspruch und ist damit kiirzer als bei Cube Dx. Hier wird mit ungefahr 2
Stunden gerechnet. Cube Dx hat jedoch eine kiirzere ,,Hands-on time“. Des Weiteren ist die
Extraktion der Blutprobe mit dem Sepsityper Kit aufwendiger als bei Cube Dx und erfordert

ein gut trainiertes und geschultes Personal. Dadurch kann es zu personenbezogenen
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Schwankungen der Ergebnisse kommen. Somit hat Sepsityper gegeniiber Cube Dx einen

Zeitvorteil, ist jedoch etwas komplexer in der Durchfiihrung.

5.2 Blutkultur — Sepsityper — Cube Dx — Biofire

BioFire® Blood Culture Identification 2 (BCID2) Panel ist ein von der FDA zugelassener
Diagnostiktest mit dem Prinzip einer Nested — Multiplex PCR. Mit diesem Test ist der Nachweis

von 33 Erregern und 10 Resistenzgenen méglich.”°

Eine Testung mittels Biofire wurde im Zuge der vorliegenden Studie an 66 Proben
durchgefiihrt, die ebenso mit Sepsityper und Cube Dx getestet wurden. Die Ergebnisse wurden
ebenso wieder mit dem Goldstandard, der Blutkultur verglichen. Insgesamt wurde eine
Ubereinstimmung aller 3 Tests mit der Blutkultur bei Monoinfektionen von 70% Prozent
erreicht. Sepsityper erreichte 93,33% und Cube Dx 88,33%. Biofire zeigte eine
Identifikationsrate von 81,67% und schnitt damit schlechter ab als die beiden anderen Tests.
Diese Zahl zeigt zugleich auch die Abdeckung des Panels von Biofire. Alle nicht identifizierten

Erregerspezies sind darauf zuriickzufiihren, dass diese nicht im Panel inkludiert waren.

Wenn nur die Proben mit Erregern aus dem Panel von Biofire betrachtet werden, erreichte
dieser Test eine Nachweisrate von 100% Prozent und liegt damit hoher als Cube Dx (89,80%)
und Sepsityper (95,92%). Berinson et al stellten in ihrer Studie eine Identifikationsrate von
93,96% innerhalb monomikrobieller ,on-Panel” Proben fest. Diskrepante Ergebnisse des
Biofires waren in dieser Studie auf einen falsch positiven Nachweis Koagulase negativer

Staphylokokken oder einer Misidentifikation mit diesen Erregern zuriickzufiihren.®3

Da in ihrer Studie eine hohere Anzahl von Proben (n=149) verglichen zur vorliegenden Studie
(n=60) inkludiert war, ist die Differenz der ermittelten Identifikationsraten moglicherweise
darauf zurlckzufiihren. Claeys et al, Graff et al und Sparks et al stellten Gber 96% bis 100%

korrekt identifizierte Erreger bei Monoinfektionen fest.?49>:9

Innerhalb der 60 Proben der Monoinfektionen wurden 23 verschiedene Erregerspezies von
der Blutkultur nachgewiesen. Das Panel von Biofire hat 65,22% der Erregerspezies abgedeckt
und das von Cube Dx 91,30%. Hier ist zu erwdhnen, dass bereits vorab eine Selektion der

Proben durchgefiihrt wurde. Es kann somit trotz dieser Vorab-Selektion festgestellt werden,
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dass das Panel von Cube Dx den Grof3teil der vorkommenden Erreger besser abdeckt als das
von Biofire. Einige Erreger, die Biofire detektieren kann, sind in dieser Studie nicht
vorgekommen. Hier bleibt, wie schon bei Cube Dx in 5.1 offen, ob Biofire auch den Nachweis
dieser Erreger erbringen konnte. Das wdre beispielsweise bei Neisseria meningitidis oder

Listeria monocytogenes der Fall.

Mischinfektionen lagen bei 6 Proben vor. Hier konnte mittels Biofire jeweils mehr als 1 Erreger
korrekt nachgewiesen werden. Da jedoch einige der vorkommenden Erreger nicht im Panel
enthalten sind, war hier nur der Nachweis der jeweiligen Genera moglich, was jedoch gelang.
Ein Vergleich des Biofire und Cube Dx bei diesen 6 Proben ist schwierig, da Cube Dx ein
umfangreicheres Panel zur Verfligung stellt. Des Weiteren ist ein Anteil von 6 Proben eine
geringe Probenanzahl. In einer Studie aus 2021 wurde bei einer Anzahl von 15 Proben von
dhnlichen Ergebnissen berichtet. Hier konnte Biofire ebenso alle ,on-Panel” Spezies korrekt

identifizieren und die verbleibenden jeweils als Genus.?’

Ebenso wie auch Cube Dx ist es mit Biofire mdglich, Resistenzgene nachzuweisen. Biofire hat
10 Resistenzgene im Panel und Cube Dx 9. Innerhalb der 66 in der Studie inkludierten Proben
konnten lediglich Methicillin-resistente Koagulase negative Staphylokokken, jedoch keine
anderen resistenten Erreger nachgewiesen werden. Als Vergleichsmethode galt hier wieder
ein Antibiogramm, dass eine Resistenz bei den Wirkstoffen Oxacillin beziehungsweise
Cefoxitin zeigte. Dies war bei 9 Proben der Fall. Hier hat Biofire in 6 und Cube Dx in 4 Fallen
das Resistenzgen mecA nachgewiesen. Bei 3 der 9 Proben hat Biofire das Resistenzgen nicht
angezeigt. Dies ist darauf zurlickzufiihren, dass der Test hier die Erregerspezies
(Staphylococcus haemolyticus oder Staphylococcus hominis) nicht erkannt hat, da diese nicht
im Panel vorkam. Da Biofire das Resistenzgen nicht anzeigt, wenn nicht gleichzeitig der Erreger
erkannt wird, ist diese Tatsache wahrscheinlich die Ursache, warum kein Resistenzgen

gefunden wurde.

Da die weiteren Resistenzgene in den untersuchten Proben nicht vorgekommen sind, bleibt
unklar, wie der Test diesbeziiglich abgeschnitten hatte. Aus vorangegangenen Studien ist

jedoch bekannt, dass Biofire hier ebenso sehr gute Ergebnisse erzielen kann.®”%8

Mittels Biofire dauert es ungefahr eine Stunde, bis das Ergebnis vorliegt. Die ,,Hands-on time*

ist hier sehr kurz mit einer Dauer von nur zirka 5 Minuten und sehr einfacher Durchfihrung.
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Personenabhangige Schwankungen sind unwahrscheinlich. Somit liegt der Test von der
Durchfiihrungszeit zwischen der des Sepsityper (zirka 30 Minuten) und Cube Dx (zirka 2

Stunden).
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6 Conclusio

Erreger in der Blutbahn kdnnen zahlreiche Komplikationen hervorrufen und im schlimmsten
Fall in einer Sepsis resultieren. Die schnelle Identifizierung dieser pathogenen Erreger und
ihrer Resistenzmechanismen ist daher von groRer Bedeutung. Die konventionelle Blutkultur
ist zwar sehr zeitintensiv, gilt jedoch nach wie vor als der Goldstandard in der
Erregerdiagnostik. Mit der Entwicklung molekularer Testsysteme wurde es moglich, in Bezug
auf die ldentifizierung des Erregers und den Nachweis wichtiger Resistenzmarker, eine
Zeitersparnis zu erreichen, die den Krankheitsverlauf des Patienten positiv beeinflusst. Der

Therapiebeginn kann damit gezielt und rasch erfolgen.®06!

In dieser Arbeit wurde die Massenspektrometrie (Sepsityper) und zwei PCR Methoden (Cube
Dx und Biofire) zum Erregernachweis direkt aus positiven Blutkulturproben miteinander
verglichen. Alle 3 Tests zeigen bei den Monoinfektionen hohe Identifikationsrate von tber
80% verglichen zur Blutkultur. Abhangig von der Erregergruppe und dem jeweiligen Test
haben diese Raten differiert. Bei den Mischinfektionen haben die beiden PCR Methoden, Cube
Dx und Biofire, bessere Ergebnisse als der Sepsityper beim Nachweis von mehr als einem
Erreger je Probe erzielt. Einen weiteren Vorteil bieten die beiden PCR Methoden auch im
Nachweis von Resistenzgenen. Diesbeziiglich sind noch weitere Untersuchungen aufgrund
einer geringen Anzahl und Varietat resistenter Erreger in dieser Studie notwendig. Der
Sepsityper ermoglicht von den 3 Tests mit einer Durchfiihrungsdauer von rund 30 Minuten

am schnellsten einen Erregernachweis.

Aufgrund ihrer verschiedenen Vorteile kann in den individuellen Fallen mit einem gezielten
Einsatz der jeweiligen Tests ein klarer Nutzen fiir den Patienten erreicht werden. Die 3
Diagnostikmethoden sind somit als hilfreiche Erganzung zur konventionellen Blutkultur

anzusehen.
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