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1) Einleitung

1.1) Blutstrominfektionen: Begrifflichkeiten und Relevanz

Blutstrominfektionen (BSI) sind mit einer steigenden Inzidenz, einer sich andernden
Atiologie und einer hohen assoziierten Mortalitét ein weltweit relevantes medizinisches
Problem (Bearman and Wenzel, 2005; Laupland, 2013). Sie sind definiert durch das
Vorhandensein von lebensfahigen Mikroorganismen wie Bakterien oder Pilze in der
Blutbahn eines Patienten mit klinischen oder laborchemischen Infektionszeichen
(Laupland, 2013; Viscoli, 2016). Als Eintrittspforten fur sogenannte Bakteriamien
kommen unter anderem offene Wunden, iatrogene Manipulationen und einliegende
Fremdkorper, insbesondere jegliche Art von Verweilkatheter, in Frage. Weitere
Ausgangspunkte fur Bakteriamien sind haufige Infektionen wie Pneumonien,
Cholangitiden und Harnwegsinfekte. Das Auftreten von Bakteriamien kann akut zu
Symptomen fiihren, sich also als BSI manifestieren, oder aber auch nur sehr kurzzeitig
vorliegen und dabei in der Regel asymptomatisch verlaufen. In solch einem Fall spricht

man von einer transienten Bakteriamie.

Man unterscheidet zwischen sogenannten ambulant erworbenen Bakteriamien und
nosokomial erworbenen Bakteriamien. Kriterium fur die Unterscheidung ist dabei das
Auftreten der Bakteriamie in Relation zu einem etwaigen vorangegangenen Kontakt
des betroffenen Patienten mit medizinischen Einrichtungen (Garner et al., 1988). Als
Ausloser lebensbedrohlicher Komplikationen beeinflussen BSI wesentlich die Dauer
des Krankenhausaufenthaltes, die Morbiditdt und die Mortalitdt von Patienten, die
entweder primar wegen einer BSI| oder initial aufgrund anderer Erkrankungen
behandelt werden (Bearman and Wenzel, 2005). Denn sowohl bei
immunkompromittierten als auch bei immunkompetenten Personen kann eine BSI zu

einer Sepsis oder in maximaler Auspragung zu einem septischen Schock fuhren.



Einleitung

1.1.1) Sepsis

Das klinische Syndrom Sepsis ist definiert als lebensbedrohliche Organdysfunktion,
hervorgerufen durch eine fehlregulierte Wirtsantwort auf eine Infektion (Shankar-Hari
et al., 2016) und wird klinisch unter Zuhilfenahme des SOFA-/qSOFA-Scores evaluiert
(Singer et al., 2016). Mit weltweit etwa 19 Millionen Fallen pro Jahr (Adhikari et al.,
2010; Oberhettinger et al., 2020) hat die Sepsis trotz der heutzutage fortgeschrittenen
Medizin eine sehr hohe Inzidenz und qilt als eine der haufigsten Todesursachen
weltweit (Cawcutt and Peters, 2014). Insgesamt wird eine Mortalitat von um 25 %
berichtet (Fleischmann et al., 2016; Mayr et al.,, 2014; Rhodes et al., 2017). Eine
multizentrische Studie des Deutschen Kompetenznetzwerks Sepsis (SepNet) zeigte,
dass Sepsis die dritthaufigste Todesursache in Deutschland darstellt (Engel et al.,
2007).

Die Pathogenese der Sepsis beruht zunachst auf einer Uberschiellenden
proinflammatorischen Reaktion des Wirtes auf das Pathogen. Dabei erkennen
Faktoren und Zellen des angeborenen Immunsystems bestimmte Merkmale des
Pathogens. Dies sind oft sogenannte PAMPs (pathogen-associated molecular
patterns), auf der Oberflache des Pathogens, allerdings auch endogene Warnsignale
infizierter Zellen, sogenannte DAMPs (danger-associated molecular patterns). Diese
und weitere Mechanismen, welche ausfuhrlich von van der Poll und Kollegium (van
der Poll and Opal, 2008; van der Poll et al., 2017) beschrieben wurden, kdnnen zur
massiven Ausschattung von proinflammatorischen Zytokinen wie Tumornekrosefaktor
(TNF), Interleukin 1-beta (IL-1B), IL-12 und IL-18 fihren (van der Poll et al., 2017). Ein
daraus unter Umstanden entstehendes Ungleichgewicht zwischen pro- und
antiinflammatorischen Mechanismen fuhrt im Verlauf zu den Symptomen der Sepsis.
Diese sind in erster Linie Fieber, eine Erhéhung der Herzfrequenz sowie der
Atemfrequenz, jedoch auch Anzeichen von Organversagen. In der Uberarbeiteten
Definition der Sepsis von 2016 (Singer et al., 2016) wird die Organdysfunktion als
malfdgebliche Komponente des Krankheitsbildes hervorgehoben. Wird diese erste
Phase uberlebt, kommt es meist anschlieRend zu einer Immunsuppression des Wirts
(van der Poll and Opal, 2008). Je nach Ausgangspunkt einer Sepsis werden z.B. die
durch einen Harnwegsinfekt ausgeldste Urosepsis und die von einer Cholangitis

ausgehende Cholangiosepsis unterschieden. Nicht selten jedoch bleibt der Fokus
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unklar. Fir die Diagnose Sepsis ist der Nachweis eines Infektionserregers nicht
obligat, hinsichtlich der anstehenden Behandlung und der Prognose des Patienten

jedoch von grolRer Bedeutung.

1.1.2) Septischer Schock

Der septische Schock stellt eine Unterform der Sepsis dar und wird in der aktuellen
Definition von 2016 als Komplikation der Sepsis beschrieben, bei der Kreislauf sowie
zellulare und metabolische Prozesse derartig beeintrachtigt sind, dass die Mortalitat
gegenuber der Sepsis erheblich gesteigert ist (Singer et al.,, 2016). Die
Sterblichkeitsrate kann dabei selbst auf Intensivstationen deutlich Uber 40 % liegen,
wahrend die Sterblichkeitsrate von hospitalisierten septischen Patienten ohne Schock
mit Uber 10 % angegeben wird (Driessen et al., 2018). Klinisch wird von einem
septischen Schock gesprochen, wenn im Rahmen einer Sepsis eine trotz eingesetzter
Vasopressoren persistierende Hypotension in Kombination mit einem bei adaquater
Volumentherapie vorliegenden erhdhten Serumlaktatspiegel festgestellt werden kann
(Singer et al., 2016).

1.1.3) Endokarditis

Die infektidse Endokarditis ist im Vergleich zur Sepsis eine meist weniger akut
verlaufende, dennoch sehr schwerwiegende Erkrankung, die in Diagnostik und
Therapie einige Ahnlichkeiten zur Sepsis aufweist. Sie ist definiert als Besiedlung des
Endokards durch Keime. Am haufigsten ist hierbei die Besiedlung einer oder mehrerer
Herzklappen mit daraus resultierender Beeintrachtigung der Funktion und, bei
prolongiertem Verlauf, Zerstérung von betroffenen Herzklappen. Interessanterweise
wird eine infektiose Endokarditis in der Regel durch eine oftmals transiente BSI
verursacht. Je nach Erreger, Klappenstatus und Immunitat des Patienten, kann der

Verlauf akut sein und sich ahnlich wie eine Sepsis manifestieren (Endocarditis acuta)
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oder subakut mit sehr milden Symptomen Uber einen langeren Zeitraum hinweg
bestehen (Endocarditis lenta). Unbehandelt verlauft die infektiose Endokarditis in der
Regel letal (Naber et al., 2004). Die Diagnostik ist insbesondere bei der Endocarditis
lenta oft verzdgert, da die Symptome sich regelmafig unspezifisch darstellen. Die
Diagnostik beim Verdacht auf eine infektiose Endokarditis stitzt sich auf zwei
Hauptkriterien (Durack et al., 1994; Li et al., 2000): Dies ist erstens der oftmals
echokardiographisch erbrachte Nachweis einer endokardialen Beteiligung. Zweitens
ist der Erregernachweis im Blut relevant, wenn entweder im zeitlichen Intervall
wiederholt Bakteriamien durch denselben Erreger vorliegen oder der direkte Nachweis
eines Endokarditis-typischen Erregers gelingt. Der Erregernachweis ist von gro3em
Wert fir die Behandlung, da nur in diesem Fall eine antibiogrammgerechte Therapie
mit Einsparung potenziell toxischer und Resistenzen fordernder Substanzen erfolgen
kann. Allerdings bleibt der Nachweis bei einem hohen Anteil von bis zu 30 % der
Endokarditiden aus, was meist an einer bereits begonnen antibiotischen Therapie oder

schwer kultivierbaren Erregern liegt (Mancini et al., 2010; Westphal et al., 2009).

1.2) Atiologie von Bakteriimien

Viele mikrobielle Pathogene haben ein grolies Potenzial, die Abwehrmechanismen
des Wirtes zu umgehen und diese zu verandern, was wiederum zu einer erhdhten
Virulenz fuhrt und eine invasive Besiedlung des Wirtes begunstigt. Zudem kommen
einige Mikroorganismen als naturliche Haut- und Darmflora beim Menschen

massenhaft vor. Daraus ergibt sich, dass ein gewisses Spektrum an diagnostisch
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nachgewiesenen, Bakteriamie-verursachenden Bakterien und Pilzen wesentlich
haufiger beobachtet wird als andere. In den meisten Fallen ist bei Bakteriamien nur ein
einzelner Mikroorganismus nachweisbar, die Bakteriamie also monomikrobieller
Genese (Bearman and Wenzel, 2005). Es kommen allerdings auch polymikrobielle
Bakteriamien mit dem Nachweis von mehr als einer Spezies vor. Lokale
Einflussfaktoren auf die Haufigkeit bestimmter Erreger von Bakteridamien sind unter
anderem das vorherrschende Klima, der generelle Lebensstandard und die Qualitat
der medizinischen Versorgung. Auch Verfugbarkeit und Nutzung bestimmter
antimikrobieller Substanzen haben Einfluss auf das Erregerspektrum, ein Faktor, der
nicht nur die lokalen Unterschiede im Erregerspektrum beeinflusst, sondern auch
Einfluss auf den zeitlichen Wandel nimmt. Dieser wiederum unterliegt auch dem
Einfluss durch die medizinische Praxis, ausfuhrlich diskutiert von Weinstein und
Kollegium (Weinstein et al., 1997) im Rahmen einer Folgestudie zu deren bereits 1983
veroffentlichten Untersuchung zum Spektrum von BSI-Erregern (Weinstein et al.,
1983). Insbesondere die Ablésung von Escherichia coli durch Staphylococcus aureus
als haufigster Ausléser von ambulant erworbenen Bakteriamien, der zwischen den
1970ern und 1990ern beobachtet wurde, soll auf den deutlich angestiegenen Einsatz
von Verweilkathetern bei ambulanten Patienten zurtickzufihren sein (Lark et al., 2001;
Steinberg et al., 1996; Weinstein et al., 1997). Demnach ist das Erregerspektrum bei
BSI als dynamisch, sowohl zeitlich als auch geographisch, anzusehen. Dennoch
konnen einige Bakterien und Pilze als relevante Erreger von BSI verstanden werden.
Eine Zusammenfassung von populationsbezogenen Studien in verschiedenen
Regionen weltweit zeigt, dass die haufigsten Erreger von BSI sich international
konstant darstellen (Laupland, 2013). Daten bezlglich der global auftretenden
Erregerspektren von BSI und deren Empfindlichkeit gegenlber verschiedenen
Antibiotikaklassen werden beispielsweise in mikrobiologischen
Uberwachungsprogrammen, wie der SENTRY-Datenbank, erfasst. Bakterien wie
S. aureus, E. coli, Klebsiella pneumoniae, Streptococcus pneumoniae und
Enterococcus sp. gehoren unter anderen zu den aktuell wichtigsten BSI-Erregern. Auf

sie und ihre charakteristischen Eigenschaften wird im Folgenden naher eingegangen.
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1.2.1) Wichtige grampositive BSI-Erreger

Generell werden grampositive Bakterien sehr haufig als Erreger von BSI
nachgewiesen. Dabei spielen vor allem Staphylokokken eine wesentliche Rolle. Sie
gehdren zu den haufigsten Bakterien in positiven Blutkulturen und sind insbesondere
bei nosokomialen BSI pradominant (Bearman and Wenzel, 2005). Diagnostisch ist hier
die Unterscheidung zwischen Koagulase-positiven Staphylokokken (CoPS) und
Koagulase-negativen Staphylokokken (CoNS) von wesentlicher Bedeutung
(Abbildung 1.1).

Aerobe GP Kokken

l
1— Streptokokken —1 Staphylokokken
-H3 | .. Koagulase
& alIlO v‘l:je B-Hamolyse Koagulase (+)
(vergrinende) (vollstandige) ()

Optochin (+) Optochin (-)
& bekapselt & unbekapselt
S. pyogenes S. agalactiae

Viridans Streptokokken

S. mitis 5. anginosus Gruppe
S. sanguis S. anginosus
S. oralis S. constellatus

S. intermedius S. epidermidis Gruppe
SLptens S. hominis S. saprolyticus

S. hdmolyticus 5. lugdonesis
S. capitis

Enterokokken

E. faecium E. faecalis

Abbildung 1.1: Uberblick und Gruppierung der wichtigsten grampositiven Erreger von BSI
unter phylogenetischen Gesichtspunkten. Die Unterscheidungskriterien beruhen auf
biochemischen oder morphologischen Tests. Die Informationen stammen aus verschiedenen
Ubersichtsartikeln zu den einzelnen Gattungen (Becker et al., 2014; Dekker and Lau, 2016;
Hardie and Whiley, 1997; Torék and Day, 2005) und laborinternen Arbeitsanleitungen. CoNS:
Koagulase-negative  Staphylokokken; GP: grampositve, (+): positiv/sensitiv; (-):

negativ/resistent.
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1.2.1.1) Staphylococcus aureus

Stamme dieser Koagulase-positiven Spezies stellen ein obligat pathogenes Isolat aus
Blutkulturen (Kreidl et al., 2019) und den insgesamt zweithaufigsten Erreger von BSI
dar (Laupland, 2013; SENTRY-Datenbank Pravalenz 2013 bis 2017). Aul3erdem ist

S. aureus ein wichtiger Erreger von mitunter schwer verlaufenden Endokarditiden.

Insbesondere Methicillin-resistente Stamme von S. aureus (MRSA) haben in den
vergangenen Jahrzehnten als sogenannte Krankenhauskeime fir Aufmerksamkeit
gesorgt. Seit den 1990ern wurde jedoch auch das Auftreten von ambulant erworbenen
MRSA-Infektionen bekannt (Appelbaum, 2007; Mediavilla et al., 2012). Sie zeigen im
Gegensatz zu Methicillin-sensiblen S. aureus (MSSA) Stdmmen eine intrinsische
Resistenz gegeniber B-Laktam-Antibiotika, deren Leittestsubstanz urspriinglich
Methicillin war, zwischenzeitlich jedoch durch Oxacillin und Cefoxitin ersetzt wurde
(Paterson et al., 2014). Es treten allerdings haufig zusatzlich auch Resistenzen
gegenuber anderen Antibiotikaklassen bei MRSA auf. Derzeit gelten das Glycopeptid
Vancomycin oder das Lipopeptid Daptomycin als Erstlinienantibiotika bei MRSA-
assoziierten Bakteriamien (Gould et al., 2012; Hassoun et al., 2017). Da MRSA-
Infektionen in aller Regel eine erhdhte Morbiditat und Mortalitat aufweisen sowie auch
ein spezielles Therapieregime erfordern, ist ein zeithahes Erkennen einer solchen
Infektion von grof3er Bedeutung. Die B-Laktam-Resistenz von MRSA ist in den meisten
Fallen auf die Transkription des Genes mecA zurlckzufihren, welches fir ein
verandertes Penicillin-Bindungsprotein kodiert. Ein mecA Homolog, zwischenzeitlich
als mecC bezeichnet (Ito et al., 2012), kodiert fur ein biochemisch verschiedenes
Penicillinbindungsprotein, weist phanotypisch allerdings auch spezifische
Resistenzmuster insbesondere gegenuber anderen [(-Laktam-Antibiotika auf
(Paterson et al., 2014).

1.2.1.2) Koagulase-negative Staphylokokken (CoNS)

CoNS sind Uberwiegend Bestandteil der menschlichen Hautflora. Haufige Vertreter
sind beispielsweise Staphylococcus epidermidis, Staphylococcus hominis,
Staphylococcus hamolyticus und Staphylococcus capitis, die haufig als S. epidermidis

Gruppe zusammengefasst werden (Abbildung 1.1). Staphylococcus saprophyticus
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und Staphylococcus Ilugdunensis sind weitere CoNS, welche hinsichtlich ihrer
klinischen Relevanz gesondert betrachtet werden. Zum einen kdénnen CoNS
tatsachlich klinisch relevante Infektionen ausldosen, andererseits konnen sie
typischerweise als Kontaminationen wahrend des Abnahmeprozesses der Blutkultur

auftreten.

Wahrend S. saprophyticus eher als Erreger von Harnwegsinfekten auftritt, ist
S. lugdunensis bekannt als seltener Ausloser von Endokarditiden, die gegenuber
anderen CoNS jedoch meist deutlich schwerere Verlaufe zeigen (Becker et al., 2014).
Abgesehen von S. lugdunensis Endokarditiden gelten CoNS im Vergleich zu S. aureus
grundsatzlich als weniger pathogen. Dennoch sind sie im Zusammenhang mit in
Patienten einliegenden Fremdmaterialien, wie Gefallkatheter und Endoprothesen,
eine wichtige Ursache fur BSI. Vertreter der S. epidermidis Gruppe gelten als die am
haufigsten fur eine fruhzeitige Prothesenendokarditis ursachlichen Bakterien (Becker
et al, 2014). Zudem sind die Vertreter dieser Gruppe haufig bei
immunkompromittierten Patienten, wie Friuhgeborene und Patienten in Neutropenie,
fur BSI und Sepsis verantwortlich. CoNS bei hospitalisierten Patienten zeigen
gegenuber vielen Antibiotika erhdhte minimale Hemmkonzentrationen (MHK) und
Resistenzen. Die meisten nosokomialen Infektionen mit CoNS sind resistent
gegenuber Methicillin, was oftmals mit dem Vorhandensein eines der mec Gene

assoziiert ist (Becker et al., 2014).

Als Kontaminanten beim Abnahmeprocedere der Blutkulturen sind CoNS die haufigste
Gruppe, noch vor den anaeroben, Biofilm-bildenden Propionibakterien (insbesondere
Propionibacterium acnes), Corynebakterien und einigen Streptokokken (Kirn and
Weinstein, 2013). Gleichzeitig sind sie aber im Falle einer klinisch signifikanten BSI,
wie sie bei 15 bis 30 % der Falle vorliegt (Cockerill et al., 2004; Kirn and Weinstein,
2013; Kreidl et al., 2019; Mirrett et al., 2001; Uslan et al., 2007), dringend effektiv zu

behandeln.

1.2.1.3) Streptokokken

Die Einteilung von Streptokokken erfolgt unter anderem anhand ihrer
Hamolyseeigenschaften (Abbildung 1.1). Streptokokken, die eine unvollstandige

Hamolyse zeigen, werden als a-hamolysierende oder vergrinende Streptokokken
8
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bezeichnet und umfassen die Viridans-Gruppe sowie Pneumokokken
(S. pneumoniae). Als B-hamolysierend werden Streptokokken mit vollstandiger
Hamolyse definiert, y-hamolysierende Streptokokken hingegen zeigen keine
Hamolyse. Auch beim Nachweis von Streptokokken in der BSI-Diagnostik ist die
Interpretation nicht trivial. So kann der Nachweis von Streptokokken im Blut Ausdruck
einer transienten Bakteriamie sein, wie sie beispielsweise nach zahnarztlichen
Eingriffen vorkommen kann. Im Gegensatz dazu sind Pneumokokken im Blut von
Patienten als obligate Pathogene anzusehen. Sie sind einer der wichtigsten Erreger
von ambulant erworbenen BSI (Lark et al., 2001). Die Haufigkeit von BSI mit
Pneumokokken unterliegt in Abhangigkeit von Durchimpfungsrate und anderen
populationsbezogenen Faktoren (Laupland, 2013) lokal gro3en Unterschieden.
Weltweit betrachtet werden Pneumokokken allerdings als einer der zehn haufigsten
Erreger von BSI angesehen (Laupland 2013, SENTRY-Datenbank Pravalenz 2013 bis
2017). Hiervon abzugrenzen sind vergrinende Streptokokken der Viridans-Gruppe
(Abbildung 1.1), die eine Rolle bei Bakteriamien von neutropenen Patienten spielen
und zudem haufige Erreger von Endokarditiden sind (Bearman and Wenzel, 2005;
Bochud et al., 1994). Wichtige Spezies, die eine Endokarditis verursachen und eine
BSI bei neutropenen Patienten hervorrufen kénnen, sind beispielsweise Streptococcus
mitis, Streptococcus oralis und Streptococcus sanguis (Bochud et al., 1994; Nilson et
al., 2016; Roberts et al., 1979). Virdans-Streptokokken der S. anginosus Gruppe
hingegen sind haufig bei durch abdominelle Infektionen und L&sionen des

Gastrointestinaltraktes (GIT) verursachten Bakteriamien beteiligt (Bert et al., 1998).

Auch B-hamolysierende Streptokokken gehoren zu den haufigen Erregern von BSI.
Dabei spielen Streptococcus agalactiae als Vertreter der Gruppe A Streptokokken
(GAS) nach der Lancefield-Klassifikation und Streptococcus pyogenes als Vertreter
der Gruppe B (GBS) die bedeutendsten Rollen (SENTRY-Datenbank Pravalenz 2013
bis 2017). Sie sind insbesondere im Zusammenhang mit teils schweren Sepsen bei
Neugeborenen und immunkompromittierten Patienten als typische Erreger zu nennen,
S. pyogenes |6st zudem oft das Wochenbettfieber bei entbundenen Muttern aus
(Sunkara et al., 2012; Sriskandan et al.; 2011). Die Haufigkeit solcher Infektionen zeigt

regional grof3e Unterschiede.

Streptokokken der Streptococcus bovis Gruppe, zu denen unter anderen

Streptococcus gallolyticus und Streptococcus infantarius mit ihren jeweiligen

9
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Subspezies gehdren, zeigen keine oder im Falle mancher Stamme eine a-Hamolyse

und werden mit infektidsen Endokarditiden assoziiert (Dekker and Lau, 2016).

Generell weisen Streptokokken eine hohe Suszeptibilitat gegenltber Penicillin (G)
sowie gangigen Makrolidantibiotika auf. Bei einigen Gruppen und Spezies werden in
letzter Zeit jedoch vermehrte Resistenzbildungen beobachtet, ein Phanomen, welches
ebenfalls regional verschieden auftritt und in Nordeuropa bislang eher selten ist
(Albrich et al., 2004, Gould, 2008; Sunkara et al., 2012).

1.2.1.4) Enterokokken

Enterokokken wurden bis in die 1980er Jahre den Streptokokken zugeordnet, bilden
aber seitdem ein eigenes Genus (Schleifer and Kilpperbalz, 1984). Sie sind typische
Kommensalen der menschlichen und tierischen Darmflora, kommen aber auch
ubiquitar in der Umwelt vor. Von groRer medizinischer Bedeutung sind die beiden
Spezies Enterococcus faecalis und Enterococcus faecium (Abbildung 1.1). Derzeit
wird ein Wechsel beim Stellenwert von Infektionen mit den beiden Spezies beobachtet,
wobei die bisher selteneren BSI mit E. faecium gegenuber E. faecalis aufholen (Orsi
and Ciorba, 2013). Zwischen 2013 und 2017 wurden laut SENTRY global noch
deutlich mehr BSI durch E. faecalis beobachtet. Wahrend E. faecalis sowohl bei
ambulant erworbenen als auch bei nosokomialen BSI Rang 5 der haufigsten Erreger
belegt, ist E. faecium nur bei nosokomialer Genese unter den haufigsten zehn
Erregern vertreten (Diekema et al., 2019). Die dennoch zunehmende Pravalenz von
BSI durch E. faecium ist insbesondere besorgniserregend, da Stamme dieser Spezies
zahlreiche Resistenzen aufweisen kénnen. Wahrend beide Enterokokken-Entitaten
intrinsisch gegen Cephalosporine resistent sind, zeigen E. faecium Stamme deutlich
haufiger auch verringerte  Suszeptibilitditen gegenuber Penicillinen  und
Aminoglycosiden (Arias and Murray, 2012). Ein weiteres Problem stellen die
steigenden Resistenzraten gegenuber Glycopeptiden dar. Als Vancomycin-resistente
Enterokokken (VRE) werden Enterokokken bezeichnet, die gegen die Leitsubstanz
Vancomycin resistent sind, sie kdonnen jedoch nicht selten auch gegen andere
Antibiotika Resistenzen aufweisen und sind daher oft als multiresistente Stamme
einzustufen. Auch bei den Glycopeptidresistenzen spielen E. faecalis gegenuber

E. faecium eine deutlich untergeordnete Rolle. Fir sie verantwortlich sind in den
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allermeisten Fallen die Gencluster vanA und vanB, welche die leicht verschiedenen,
meist induzierbaren Resistenzmuster vom VanA- und VanB-Typ vermitteln (Orsi and
Ciorba, 2013). Obwohl durch Reserveantibiotika wie Linezolid, Tigecyclin und
Daptomycin mittlerweile effektive Therapieregime gegen multiresistente VRE
bereitstehen, scheinen VRE Bakteriamien gegenuber solchen durch sensible
Enterokokken mit erhdhter Sterblichkeit und verlangertem, kostenintensiverem
Krankenhausaufenthalt einherzugehen (Orsi and Ciorba, 2013; Prematunge et al.,
2016). In einer aktuellen Erhebung von Remschmidt und Kollegium (Remschmidt et
al., 2018) wird eine Zunahme der VRE-assoziierten BSI in Deutschland beschrieben.

1.2.2) Wichtige gramneqative BSI-Erreger

Nachdem am Ende des 20. Jahrhunderts grampositive Erreger die zuvor
dominierenden gramnegativen Erreger von BSI aufgeholt hatten, erleben
gramnegative seit Beginn des 21. Jahrhunderts eine Renaissance (Diekema et al.,
2019; Stryjewski and Boucher, 2009; SENTRY-Datenbank). Enterobacterales stellten
mit deutlich Uber 20 000 Isolaten gegenuber den Staphylokokken mit knapp 12 000
Isolaten in der SENTRY BSI Pravalenz 2013 bis 2017 die weltweit haufigste Ursache
fur BSI dar. Bei Endokarditiden sind gramnegative Bakterien nur sehr selten beteiligt.
Einige der haufigsten gramnegativen Pathogene zeichnen sich durch vermehrte
Antibiotikaresistenzen und sehr hohe Mortalitatsraten bei vorliegenden BSI aus. Eine
zeitnahe Diagnostik und Behandlung sind daher von besonderer Bedeutung (Marschal
et al, 2017). Die wichtigsten gramnegativen BSI-Erreger lassen sich in

Enterobacterales und Nonfermenter einteilen.

1.2.2.1) Enterobacterales

1.2.2.1.1) Escherichia coli

E. coli ist ein ubiquitar im GIT von Menschen und Tieren vorkommendes

gramnegatives Stabchen. Bakteriamien gehen haufig sekundar von Infektionen des

Urogenitaltraktes und Pneumonien aus. S. aureus und E. coli stellen gemeinsam die
11
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haufigsten Erreger von BSI weltweit dar, insgesamt sind sie verantwortlich fur tber
40 % der BSI (Diekema et al., 2019). Laut SENTRY-Datenbank war E. coli das
zwischen 2013 und 2017 meistnachgewiesene Pathogen bei BSI, wobei diese Spezies
bei ambulant erworbenen BSI eine wichtige Rolle spielt. Betroffen sind oft altere
Patienten, bei denen haufig E. coliim Zusammenhang mit einer ambulant erworbenen
Urosepsis nachgewiesen wird und in dieser Kombination mit einer deutlich erhéhten

Mortalitat vergesellschaftet ist (Bearman and Wenzel, 2005).

1.2.2.1.2.) Klebsiellen und weitere relevante Enterobacterales

Als weitere wichtige Vertreter der Enterobacterales sind insbesondere Klebsiellen zu
nennen. Das ubiquitare Vorkommen dieser gramnegativen Stabchenbakterien in der
Umwelt, aber auch im GIT von Menschen, erklart moglicherweise die hohe Inzidenz
von Infektionen mit Klebsiellen. K. pneumoniae findet sich an der dritten Stelle der
SENTRY-Datenbank Pravalenz von BSI Isolaten zwischen 2013 und 2017 und gehort
insbesondere auf Intensivstationen und im Zusammenhang mit einem
Krankenhausaufenthalt zu den wahrscheinlichsten BSI-Erregern. Generell werden
invasiven Infektionen mit K. pneumoniae eine hohe Mortalitat zwischen 17,5 % und
23 % zugeschrieben (Maatallah et al., 2014). Weitere Klebsiellenspezies wie Klebsiella
oxytoca und Klebsiella aerogenes kommen im Rahmen von BSI vor, wenn auch

wesentlich seltener als K. pneumoniae.

Eine weitere Gattung gramnegativer Stabchenbakterien, die den menschlichen GIT
kolonisieren, ist Enterobacter. Phano- und genotypisch ahnliche Spezies, wie
Enterobacter hormaechei, Enterobacter kobei, Enterobacter ludwigii und diverse
Subspezies, werden zusammen mit Enterobacter cloacae selbst zum E. cloacae
Komplex gezahlt. Unter den vielen bekannten Spezies zeigen einige eine Uberwiegend
opportunistische Pathogenitat bei immunsupprimierten Patienten. Vertreter der
Enterobacter, an vorderster Stelle ist E. cloacae zu nennen, sind in der Lage oftmals
nosokomiale Infektionen wie BSI auszulésen (Sanders and Sanders, 1997; Stock et
al., 2001) und zahlen zu den schwer behandelbaren Erregern (Hilty et al., 2013). Die
Spezies E. cloacae fur sich liegt in der SENTRY Pravalenz 2013 bis 2017 auf Platz 11
der haufigsten BSl-Isolate, die Gesamtheit der Spezies und Subspezies des

E. cloacae Komplex hingegen stehen an vierter Stelle der haufigsten BSI-Erreger.

12
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Auch weitere Gattungen der Enterobacterales muissen fir die Genese von
gramnegativen BSI in Betracht gezogen werden. Zu ihnen zahlen unter anderen die

Gattungen Proteus, Serratia und Citrobacter.

1.2.2.1.3) Nonfermenter

Nonfermenter wie Pseudomonas aeruginosa, Acinetobacter baumanii und
Stenotrophomonas maltophilia sind aerobe, gramnegative Stabchenbakterien, die
ebenfalls zu den wichtigen potenziellen Erregern von BSI gehéren. Sie sind ubiquitar
vorkommende Umweltkeime, die als Krankenhauskeime besonders auf
Intensivstationen gefurchtete, schwere nosokomiale Infektionen hervorrufen. Unter
ihnen hat P. aeruginosa die grofdte klinische Bedeutung: Stdmme dieser Spezies
stellen nach K. pneumoniae das dritthaufigste gramnegative Isolat bei BSI dar
(Diekema et al., 2019; SENTRY-Datenbank). Infektionen finden sich in der Regel bei
immungeschwachten und oftmals bei hospitalisierten Patienten. BSI mit P. aeruginosa
sind mit einer sehr hohen Mortalitat assoziiert. Studien zufolge liegt die
Krankenhausmortalitat bei uUber 20 % (Micek et al., 2005), in einigen
Hochrisikopopulationen sogar bei bis zu 50 % (Johnson et al., 2009). P. aeruginosa
und A. baumanii zusammen mit je zwei weiteren gramnegativen, beziehungsweise
grampositiven Spezies bilden die Gruppe der sogenannten ESKAPE Pathogene
(E. faecium, S. aureus, K. pneumoniae, A. baumannii, P. aeruginosa, Enterobacter
sp.), die fur die haufigsten nosokomialen Infektionen mit multiresistenten Bakterien
verantwortlich ist (Rice, 2008).

1.2.2.2) Herausforderungen bei der Behandlung von gramnegativen BSI

Ein sehr wesentliches Problem bei BSI mit gramnegativen Bakterien sind die in letzter
Zeit zunehmend auftretenden Resistenzen gegenlber wichtigen Antibiotikaklassen
wie Tetrazyklinen, Aminogylcosiden, Fluorquinolonen und insbesondere (3-Laktamen.
Mechanismen, die zu verringerter Suszeptibilitat oder Resistenzen fuhren sind zum
Beispiel membranare Effluxpumpen, veranderte Porine, modifizierte Angriffspunkte
und, haufig bei gramnegativen Bakterien, diverse den Wirkstoff selbst verandernde
Enzyme, wie B-Laktamasen (Ruppe et al., 2015; Santajit and Indrawattana, 2016).

Verschiedene Klassen von (B-Laktamasen sind weit verbreitet und werden intensiv
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beforscht. Es existieren viele verschiedene Enzymgruppen, die selbst wiederum eine
Vielzahl von verschiedenen R-Laktamasen umfassen. Aufgrund der Kklinischen
Relevanz und ihrer Wertigkeit als diagnostische Targets sind im Folgenden die
R-Laktamasen mit breitem Wirkspektrum (ESBL) und die Carbapenemasen stark

vereinfacht anhand wichtiger Beispiele beschrieben.

Man unterscheidet Serin-B-Laktamasen, die im wesentlichen Resistenz gegeniber
Cephalosporinen vermitteln, und Metallo-B-Laktamasen, die zusatzlich oft auch gegen
Carbapeneme aktiv sind (Ubersicht Tabelle 1.1). Des Weiteren werden nach der
Ambler-Klassifikation Cephalosporinasen und Oxacillinasen unterschieden (Ambler,
1980). Enzymfamilien innerhalb dieser Klassen kénnen chromosomal,
plasmidgebunden oder als Transposons vorliegen. Unter den Serin-p-Laktamasen
finden sich einfache Penicillinasen, sowie B-Laktamasen mit breitem Wirkspektrum

(Extended spectrum B-lactamase = ESBL).

Die verbreitetsten ESBL Enzymfamilien sind CTX-M, SHV und TEM Enzyme, die zu
den Serin-B-Laktamasen der molekularen Klasse A nach Ambler (Ambler, 1980)
gehdren. Sie zeichnen sich durch ihre Fahigkeit zur Hydrolyse von Cephalosporinen
der 3. Generation (3-GC) und teilweise auch der 4. Generation (4-GC) aus (Tabelle
1.1). Wahrend zunachst die Enzymfamilien TEM und SHV am relevantesten waren,
haben CTX-M-Enzyme seit den 1990ern insbesondere in europaischen Landern an
Bedeutung gewonnen (Livermore et al., 2007; Ruppe et al., 2015). Am haufigsten
werden ESBL bei E. coli und K. pneumoniae nachgewiesen (Pitout & Laupland, 2008),
die Enzyme kommen jedoch generell bei den meisten Enterobacterales und selten
auch bei klinisch wichtigen Nonfermentern wie P. aeruginosa und A. baumannii vor
(Al Naiemi et al., 2006; Pfeifer et al., 2010).

Als wichtigste Carbapenemasen sind sowohl unterschiedliche Klassen von Serin-f3-
Laktamasen wie Klebsiella-pneumoniae-Cabapenemase (KPC) und einige
Oxacillinasen, als auch ein grolier Teil der Metallo-B-Laktamasen bekannt. Allen
gemeinsam ist die Fahigkeit zur Hydrolyse von Carbapenemen, die meist zusatzlich
zur Resistenz gegenuber vielen anderen B-Laktam-Antibiotika auftritt. Wahrend
OXA-48-Varianten bisher exklusiv bei Enterobacterales nachgewiesen wurden (Poirel
et al., 2012), sind Carbapenemasen der KPC-Enzymfamilie, sowie die wichtigen
Metallo-B-Laktamasen vom VIM-, IMP- und NDM-Typ auch bei Nonfermentern
vorkommend (Pfeifer et al. 2010). Insbesondere die Metallo-B-Laktamasen und KPC-
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Enzyme haben zudem ein sehr breites Spektrum zur Hydrolyse wichtiger p-Laktam-
Antibiotika (Tabelle 1.1).

Tabelle 1.1: Eingruppierung und Eigenschaften wichtiger R-Laktamasen. Einteilung der
Enzyme nach Art, molekularer Klasse (Ambler, 1980) und funktioneller Gruppe. Multiple Allele
der entsprechenden Enzyme mit teilweise nur einzelnen Punktmutationen sind beschrieben.
Die hier aufgezahlten entsprechen einer NCBI-Datenbankabfrage (Stand Juni 2020) und
Literaturangaben (siehe unten). * Vereinzelte Allel-Nummern wurden nicht vergeben oder
bereits zuriickgezogen, diese sind aus Darstellungsgriinden nicht explizit erwahnt. 3-GC:
Cephalosporine der 3. Generation; 4-GC: Cephalosporine der 4. Generation. Tabelle
modifiziert nach Pfeifer et al. (2010). Weitere Referenzen: Emeraud et al. (2020), Nordmann
et al. (2011), Nordmann & Poirel (2019), Ruppé et al. (2015).

Art: Klasse:|Gruppe: [Enzym: |[Hydrolysespektrum: Allele: Vorkommen:
CTX-M CTXM-1-236 *
TEM Penicilline, Cephalosporine ~ [TEM-3-242*
ESBL
(3-GC +/- 4-GC) SHV-2 - 10
SHV ’ Enterobacterales,
A 12-228*
Nonfermeter
Serin-B-
Laktamase KPC Aminopenicilline, Ureidopenicilline, KPC-1 - 57 *
Monobactam, Carbapeneme
§ OXA-48, -162
m _ _ PRI ’ - )
D £ \O/XA 4? F,’e”:'”'”eé Carlba,pe”eme -163, -181, -204, | Enterobacterales
g{ arianten (insbesondere Imipenem) 232, -244, -245
@®
€ [vim VIM-1 - 70 *
(&} Aminopenicilline, Ureidopenicilline, Enterobacterales
Metallo-B-
etallo-f-1 - g IMP Cephalosporine (3-GC & 4-GC), |IMP-1 - 85 * ’
Laktamase Nonfermeter
Carbapeneme
NDM NDM-1 - 29

1.2.3) Anaerobier als BSI-Erreger

Unter den strikt anaeroben Bakterien sind im Zusammenhang mit BSI die

gramnegative Gattung Bacteroides und die grampositiven Clostridien sowie die haufig

als Kontaminationen interpretierten Propionibakterien zu nennen. Besonders Spezies

der Bacteroides fragilis Gruppe stellen mit bis zu 65 % die haufigsten Bakterien in
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durch Anaerobier verursachten BSI dar (Goldstein, 1996; Ngo et al., 2013). In vielen
Fallen von anaeroben BSI liegt ein spezifischer Fokus — meist maligne Neoplasien,
Verletzungen oder iatrogene Manipulationen am GIT — vor, sodass haufig eine
empirische Therapie veranlasst wird und der Stellenwert der ohnehin aufwandigen
kulturbasierten Diagnostik hierbei als weniger relevant eingestuft wird (Nagy et al.,
2011). Nahezu alle B. fragilis Stamme sind resistent gegenuber Penicillinen (Soki et
al., 2013), hohe Resistenzraten gegenuber Sulbactam-Ampicillin und Fluorchinolonen
sowie ein Aufkommen von Resistenzen gegenuber Carbapenemen wurden mehrfach
berichtet (Liu et al., 2008; Snydman et al., 2011). Verringerte Suszeptibilitaten
gegenuber Metronidazol als eines der Therapeutika erster Wahl, werden bisher zwar
nur in seltenen Fallen beobachtet, allerdings gibt das Vorhandensein solcher

Resistenzen wiederum Anlass zur Durchfuhrung von gezielter Diagnostik.

1.2.4) BSI durch Pilze

Auch BSI durch fungoide Organismen wie Hefepilze (Candida) und Schimmelpilze
(Aspergillus) sind in ihrer Bedeutung nicht zu vernachlassigen und nehmen tendenziell
an Haufigkeit zu (Kirn and Weinstein, 2013). Angaben zur Pravalenz schwanken stark,
vermutlich abhangig vom jeweils untersuchten Patientenkollektiv. Insbesondere
jedoch Patienten auf Intensivstationen zeigen ein hohes Risiko flr invasive
Pilzinfektionen. Laut der EPIC (European Prevalence of Infection in Intensive Care) Il
Studie wurden in Westeuropa bei ca. 20 % der Infektionen von Intensivpatienten Pilze
nachgewiesen (Vincent et al., 2009). Dabei sind die meisten der Infektionen durch
verschiedene Candidaspezies bedingt, mit Candida albicans an erster Stelle. Durch
Aspergillus verursachte BS| kommen wesentlich seltener vor, weitere Pilzarten werden
nur sporadisch nachgewiesen. Candidaspezies sind die vierthaufigsten Erreger von
nosokomialen BSI in den USA und weisen eine attributable Mortalitat von bis zu 50 %
auf (Wisplinghoff et al., 2014). Wahrend in den 1980er Jahren noch mehr als 60 %
aller nosokomialen Candida-BSI durch C. albicans verursacht wurden, zeigt sich
Anfang des 21. Jahrhunderts ein Rickgang auf 50 % und weniger (Diekema et al.,
2012; Wisplinghoff et al., 2014). Es wird dagegen eine Zunahme insbesondere von

Candida glabrata (Diekema et al., 2012; Seifert et al., 2007) und Candida parapsilosis
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(Wisplinghoff et al., 2014) beobachtet. Die genannten Candidaspezies inklusive
Candida tropicalis und Candida krusei werden bei 90 % aller invasiven Candidosen
beobachtet (Morace and Borghi, 2010). Die klare Differenzierung der Spezies ist
hinsichtlich der Initierung einer antimykotischen Therapie wichtig, da sich
unterschiedliche Suszeptibilitdtsverhalten zeigen. Oft angewendete Azole wie
Fluconazol sind gegen die meisten Candidaspezies gut wirksam. Viele C. krusei
Stamme dagegen besitzen eine intrinsische Resistenz gegenuber Fluconazol (Morace
and Borghi, 2010). Auch zahlreiche C. glabrata Stamme weisen ein non-suszeptibles
Verhalten gegenuber Fluconazol auf. C. parapsilosis Stamme wiederum zeigen
gegenuber den oftmals alternativ zu Azolen eingesetzten Echinocandinen in einigen

Fallen Resistenzen (Wisplinghoff et al., 2014).

1.3) Diagnostik von Bakteriamien

1.3.1) Blutkulturen

Den Goldstandard bei der Diagnostik von Bakteriamien stellt auch heute noch die
Abnahme von sogenannten Blutkulturen dar (Lamy et al., 2016; Mancini et al., 2010;
Martinez and Wolk, 2016; Peters et al., 2004; Rodel et al., 2016). Sie bilden die
Grundlage bei der Diagnostik von BSI, Sepsis oder Endokarditis und kdnnen als
erganzende Diagnostik einen wertvollen Beitrag zur Diagnosestellung weiterer
Infektionskrankheiten, wie beispielsweise Pneumonien und Meningitiden, leisten. Bei
entsprechend vorliegender Indikation, sollten Blutkulturen noch vor der Einleitung einer
kalkulierten Antibiotikatherapie abgenommen werden. Es stehen Blutkulturen mit
Medium fur das Wachstum aerober und anaerober Organismen zur Verfugung.
AuRerdem gibt es Blutkulturflaschen mit speziell fir Pilze geeignetem Medium, die bei
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bestehendem Verdacht mit beflllt werden sollten. Fir die Blutentnahme existieren
Standards und Empfehlungen, die unter anderen von Kirn und Weinstein (Kirn and
Weinstein, 2013) sowie Lamy und Kollegium (Lamy et al., 2016) ausfuhrlich diskutiert
wurden. Internationalen Leitlinien entsprechend, sollten mindestens zwei Sets,
bestehend aus einer anaeroben und aeroben Blutkulturflasche, mit je 8 bis 10 ml
Patientenblut befullt werden, um eine akzeptable Sensitivitdt zu gewahrleisten
(Rhodes et al., 2017). Bei der Suche nach Endokarditiserregern werden aufgrund der
eher transient ablaufenden Bakteriamie drei und mehr Sets mit Entnahme an
unterschiedlichen Zeitpunkten empfohlen. Bei korrekter Durchfihrung kénnen Erreger
in 80 bis 96 % der Bakteriamien nachgewiesen werden (Opota et al., 2015; Towns et
al.,, 2010). Haufige Ursachen fur falsch-negative Ergebnisse sind zu geringe
Blutvolumina und eine bereits vor Abnahme der Blutkulturen eingeleitete antiinfektive

Therapie (Towns et al., 2010).

Nach Abnahme der Blutkulturen erfolgt zeitnah die anschlieBende Bebrutung der
Blutkulturen in meist kommerziellen Brutschranken. Diese zeichnen sich in der Regel
durch die kontinuierliche Messung von Parametern aus, welche mit dem Wachstum
von Mikroorganismen vereinbar sind. Die am weitesten verbreiteten Gerate, Bactec
(Beckton-Dickinson, USA) und BactAlert/Virtou systems (bioMérieux, Frankreich)
messen dabei den pH, welcher in Abhangigkeit der, durch den Stoffwechsel von
Mikroorganismen hervorgerufenen, CO2-Produktion sinkt (Lamy et al., 2016). Wird
eine typische pH Kurve erkannt, so wird die betreffende Blutkulturflasche als positiv
deklariert. Normalerweise wird eine Inkubation von funf bis maximal sieben Tagen
durchgefuhrt. Nur in speziellen Fallen, wie beispielsweise dem Verdacht auf langsam
wachsende Mikroorganismen, wird die Inkubationszeit verlangert. Bei Verdacht auf
eine infektiose Endokarditis ist laut S2-Leitlinie eine Inkubation von bis zu 30 Tagen
empfohlen (Naber et al., 2004).
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1.3.2) Konventionelle und moderne Methoden zur Diagnostik positiver Blutkulturen

Sobald Blutkulturen bezlglich eines Wachstums als positiv gemeldet werden, sollten
vorhandene Mikroorganismen schnellstmdglich identifiziert werden. Der erste Schritt
ist die einfach und schnell durchfihrbare Anfertigung eines Grampraparates. Hiermit
lassen sich die Mikroorganismen in der Regel anhand ihrer Morphologie und des
Farbeverhaltens in grampositive Kokken oder Stabe, gramnegative Stabe und Kokken,
oder Pilze einteilen. Anhand der daraus gewonnenen Informationen kénnen bereits

Anpassungen der empirischen Behandlung des betreffenden Patienten erfolgen.

Fur die genauere |dentifizierung der gewachsenen Keime erfolgt im nachsten Schritt
eine Subkultur aus der positiv gemeldeten Blutkulturflasche auf Medien mit
verschiedenen selektiven Eigenschaften (Abbildung 1.2). AnschlieRend werden die
gewachsenen Kolonien identifiziert und ein Antibiogramm zur Bestimmung der
Empfindlichkeit gegenlber verschiedenen Antibiotika angefertigt. In der Regel wird
zusatzlich ein vorlaufiges Antibiogramm direkt aus der Blutkulturflasche erstellt. Die
Ergebnisse liegen meist bereits am Tag nach Positivmeldung vor, kénnen allerdings
nur zur groben Orientierung herangezogen werden, da diese Methode nicht

standardisiert ist und die Einsaat der Bakterien starken Variationen unterliegt.

Nach Wachstum von Kolonien auf den Agarplatten erfolgt die Identifizierung in der
Regel mittels Massenspektroskopie (MS), zum Teil erganzt durch die Bestimmung
biochemischer Stoffwechseleigenschaften (Abbildung 1.2). Matrix-Assistierte Laser
Desorptions lonisation , Time Of Flight* MS (MALDI-TOF-MS) gilt als die momentan
beste Methode zur schnellen Identifizierung von Bakterien (Opota et al., 2015). Die
Technologie beruht auf der Messung von Massenspektren subkultivierter Kolonien und
deren Abgleich mit groRen Datenbanken zur Identifizierung des jeweiligen
Mikroorganismus (Holland et al., 1996). Hierflir werden zunachst Proteine aus ganzen
Kolonien innerhalb einer Matrix durch gezielten Beschuss mit einem Laser sublimiert
und ionisiert. AnschlieRend erfolgt die Beschleunigung der geladenen Proteine in
einem elektrischen Feld und die Messung der Flugzeit (,Time of flight* — TOF) in einer
speziellen Rohre. So ergibt sich eine Auftrennung der geladenen Teilchen nach der
Masse pro Ladung, welche als massenspektrometrischer Fingerabdruck dienen kann,
ausfihrlich beschrieben von Clark und Kollegium (Clark et al., 2013). Diese technisch
aufwendige Methode ist dank moderner Systeme einfach und in wenigen Schritten zu
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bedienen. Als Alternative bei problematischer Identifizierung mittels MALDI-TOF MS,
stehen Optionen wie das bis heute in den meisten mikrobiologischen Laboren genutzte
automatisierte System VITEK® 2 der Firma bioMérieux zur Verfugung. Es beinhaltet
in Form mehrerer erhaltlicher Testkassetten die biochemische Differenzierung eines
breiten Spektrums an klinisch relevanten Bakterien und Pilzen. Im direkten Vergleich
mit VITEK® 2, konnte MALDI-TOF-MS jedoch eine bessere Genauigkeit, weniger
Fehler auf Speziesebene und einen deutlichen Zeitgewinn bei der Identifizierung von

Isolaten aus positiven Blutkulturen zeigen (Guo et al., 2014).

Der Standard =zur antimikrobiellen Suszeptibilitatstestung (AST) st eine
Verdinnungsreihe antimikrobieller Substanzen in definierten Kulturen, anhand deren
eine Minimale Hemmkonzentration (MHK/MIC) in vitro bestimmt werden kann, bei der
kein Wachstum mehr beobachtet wird. Die Beurteilungen dieser MHK im klinischen
Kontext sind anhand von Grenzwerten nach der EUCAST (The European Committee

on Antimicrobial Susceptibility Testing) definiert und werden kontinuierlich erneuert.

In der Routinediagnostik kommen auch fur die AST in der Regel automatisierte
Testsysteme zum Einsatz. Das VITEK® 2 stellt hier in vielen mikrobiologischen
Laboren die Methode der Wahl dar, da neben der Moglichkeit zur Identifikation der
Mikroorganismen auch entsprechende Testkassetten zur gezielten AST bereitstehen.
Die fur das jeweilige Isolat passenden Kassetten testen relevante antimikrobielle
Substanzen in Verdinnungsreihen, messen den Zellwachstum automatisch mittels
Fluoreszenz und berechnen aus den gewonnen Daten MHK (indirekt) fir die einzelnen
Substanzen. Die Methode ist standardisiert, von der amerikanischen FDA (Food and

Drug Administration) zugelassen und CE-zertifiziert.

Haufig eingesetzte konventionelle Methoden zur Bestimmung von in vitro MHK (direkt)
sind beispielsweise der Epsilometertest (E-Test) und der Agardiffusionstest (Abbildung

1.2). Bei diesen eher aufwendigen Tests kann eine MHK direkt abgelesen werden.

Die beschriebenen Methoden werden in der Regel aus Einzelkolonien von Subkulturen
der positiven Blutkulturflasche durchgeflihrt. Bis eine Subkultur aus der positiven
Blutkulturflasche vorliegt, vergehen bestenfalls bei schnellwachsenden gramnegativen
Staben einige Stunden. Bei den Ubrigen Keimen liegt eine Subkultur fur eine AST in
der Regel erst am nachsten Tag vor. Da dieses Procedere sehr zeitintensiv ist, zielen
moderne Methoden auf die ldentifizierung direkt aus der positiven Blutkultur ab

(Oberhettinger et al., 2020).
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Abbildung 1.2: Ubersicht géngiger und moderner Methoden zur Identifizierung (ID) und
Suszeptibilitatstestung (AST) von Mikroorganismen aus positiven Blutkulturen. In Rot
gedruckte Systeme wurden im Rahmen dieser Arbeit untersucht. Modifiziert nach Peters et al.
(2004 - Abbildung 2). PCR: Polymerase-Kettenreaktion; FISH: Fluoreszenz-in-situ-

Hybridisierung; MHK: Minimale Hemmkonzentration; N/A: nicht vorhanden.

Molekulare Methoden basieren hauptsachlich auf dem Nachweis von spezifischen
bakteriellen beziehungsweise fungoiden Nukleinsauren. Dieser kann direkt durch
Fluoreszenz-in-situ-Hybridisierung (FISH) oder durch die Amplifikation von DNA- oder
RNA-Sequenzen erfolgen (Abbildung 1.2).

1.3.2.1) Molekulare Diagnostik durch FISH

Die Abkurzung FISH steht fur Fluoreszenz-in-situ-Hybridisierung. Hierbei werden
spezifische DNA-Oligonukleotid-Sonden, welche komplementar zu entsprechend
konservierten Sequenzen der prokaryotischen ribosomalen RNA (rRNA) sind, mit
permeabilisierten Zellen inkubiert. Erfolgt eine Hybridisierung der Sonden mit

intrazellularer rRNA, so werden diese bei den anschlie®enden Waschschritten nicht
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entfernt. Die Sonden sind mit fluoreszenten Farbstoffen gekoppelt und kénnen so

anschliellend durch Fluoreszenzmikroskopie dargestellt werden.

Das Accelerate Pheno® System (Accelerate Diagnostics) in Kombination mit
Accelerate PhenoTest™ BC Kit (Accelerate Diagnostics) nutzt FISH zur Erkennung
von einigen ausgewahlten Bakterien-, beziehungsweise Hefegattungen und -spezies
direkt aus positiven Blutkulturen. Nach vorangegangener Gelelektrofiltration zur
Extraktion und Aufreinigung von in der Probe enthaltenen Zellen, findet die voll
automatisierte FISH zur Identifizierung der enthaltenen Mikroorganismen statt. Die
Detektion erfolgt durch digitale Mikroskopie. In einem weiteren Schritt auf derselben
Testkassette, wird ebenfalls mittels digitaler Mikroskopie eine morphokinetische
Zellanalyse lebender Zellen unter dem Einfluss von verschiedenen, relevanten
Antibiotika durchgeflhrt. Dabei werden durch die Software, mit Hilfe eines
Algorithmus, aus den gewonnenen Daten MHK abgeleitet (Pantel et al., 2018). Die
Identifizierung und AST von gramnegativen BSI| wurde im Rahmen einer 2016 am
Universitatsklinikum Tubingen (UKT) durchgeflihrten Studie erprobt (Marschal et al.,
2017). Dabei schnitt das System hinsichtlich des Zeitgewinnes und Qualitat der
Ergebnisse gut ab, sodass es seither im klinischen Alltag Bestandteil der Diagnostik
von gramnegativen BSI bei kritisch kranken Patienten am UKT ist (Oberhettinger et
al., 2020).

1.3.2.2) Molekulare Diagnostik durch PCR

Fur die Amplifikation von Nukleinsauren existieren mehrere Methoden, die meist
genutzte ist jedoch die Polymerase-Kettenreaktion, kurz PCR (Peters et al., 2004). Zur
Erkennung einer bestimmten Gattung, Spezies oder eines Resistenzgens stehen viele
einfache PCR, die eine spezifische DNA-Sequenz amplifizieren, zur Verfigung. Die
Detektion erfolgt dabei in aller Regel mit fluoreszenzgekoppelten Primern in Form einer
sogenannten Real-Time-PCR (RT-PCR), die einige Vorteile gegenuber
konventionellen PCR bietet (Mancini et al., 2010). Verschiedene gangige
Testverfahren nutzen diese Technik entweder als Einzeltest oder in Form von multiplex
PCR mit mehreren Primerpaaren gleichzeitig (Abbildung 1.2). Dies kann einerseits zur
Beantwortung einer bestimmten Fragestellung genutzt werden, wie beispielsweise der

Differenzierung von grampositiven Kokken in CoNS, S. aureus oder MRSA. Hierflr
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werden direkt aus der Blutkultur einige wenige Targets detektiert. Eine
Weiterentwicklung dieses Ansatzes bilden weiterhin verschiedene Systeme, die den
Nachweis einer Vielzahl von Targets ermdglichen. Die Testsysteme enthalten haufig
bereits die vorgeschaltete Probenaufarbeitung und Extraktion der Nukleinsauren.
Beispiele hierfir sind das SeptiFast® (Roche Molecular Diagnostics), Magicplex™

(Seegene) und das mittlerweile CE-gekennzeichnete FilmArray® BCID (Biomerieux).

Im Folgenden werden die Technologien des FilmArray® BCID und ePlex® System
(GenMark) genauer beschrieben, da sie zusammen mit dem Accelerate Pheno®
System (siehe oben) in dieser Arbeit verglichen wurden. Das FilmArray® BCID vereint
in einem fur die Proben beladbaren Riegel die geschlossene Aufreinigung, eine
zweistufige  PCR-Amplifikation und die anschlieRende Detektion der
fluoreszenzbasierten PCR-Schmelzkurven. Diese werden anschliefend von der
Software des FilmArray® Systems analysiert und interpretiert. Samtliche
gramnegativen und grampositiven Bakterien sowie Pilze werden auf dem gleichen

Testriegel erkannt.

Auch das ebenfalls CE-gekennzeichnete ePlex® System basiert auf einer multiplex
PCR Amplifikation. Diese wird zusatzlich zur integrierten Nukleinsaure-Extraktion
durch eine spezielle ,electrowetting“-Technologie komplettiert, die einen schnellen
Ablauf der verschiedenen Reaktionsschritte innerhalb der Testkassetten ermdglichen
soll. Die anschlieRende Detektion der Amplifikate erfolgt mittels eSensor®-
Technologie (GenMark). Diese kommt ohne Fluoreszenz aus, stattdessen wird
amplifizierte Ziel-DNA mit an ein reduzierendes Reagenz gekoppelten Sonden
hybridisiert und elektrochemisch per Goldelektrode erkannt. Die weitere Analyse
erfolgt durch die Software des Systems. Es stehen BCID Testkassetten jeweils fur ein
breites Spektrum an grampositiven Bakterien, gramnegativen Bakterien und Pilzen

bereit.

Alle diese molekularbasierten Systeme sind derzeit als Zusatzdiagnostik zur
konventionellen, kulturbasierten Diagnostik anzusehen. Dies liegt zum einen an der
aktuell noch zu geringen Datenmenge bezuglich deren Sicherheit, zum anderen aber
auch an den limitierten detektierbaren Erregerspektren und den eingeschrankten

Maoglichkeiten zur Erstellung eine Antibiogrammes.
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1.4) Zielsetzung dieser Arbeit

Eine schnelle und effiziente Diagnostik von Blutstrominfektionen bildet die Grundlage
fir eine zeitnahe und adaquate antiinfektive Therapie der daraus resultierenden,
lebensbedrohlichen Krankheitsbilder. Neben der kulturbasierten Diagnostik, stehen
zunehmend meist molekularbasierte Schnelltests zur Verfigung, die eine sinnvolle
Erganzung zur kulturbasierten Erregeridentifizierung und Resistenztestung darstellen

konnen.

In dieser Arbeit wurde daher die diagnostische Wertigkeit von drei
Schnelltestsystemen im Rahmen der Blutkulturdiagnostik evaluiert, wie im
schematischen Arbeitsablauf dargestellt (Abbildung 1.3). Die Schnelltestsysteme
umfassten das GenMark ePlex® (Diagnostics, Carlsbad, USA) und das Biofire
FilmArray® (Biomerieux, Nurtingen) fur alle positiven Blutkulturflaschen, bei denen im
Grampraparat mikroskopisch ein Erreger nachweisbar war. Das Accelerate
PhenoTest® (Accelerate Diagnostics, USA) wurde zusatzlich beim Vorliegen von
gramnegativen Bakterien im Grampraparat durchgefuhrt, da dieses System neben
einer Identifizierung auch ein schnelles phanotypisches Antibiogramm generiert. Die
im Rahmen der prospektiven Untersuchung generierten Daten, wurden der als

Goldstandard definierten, kulturbasierten Routinediagnostik gegenubergestellt um,

i) die Leistungsfahigkeit der Systeme in Bezug auf die korrekte Identifizierung
zu erheben.

ii) die Ubereinstimmung der Ergebnisse fir die Resistenzbestimmung zu
evaluieren.

iii) die gewonnene Zeitersparnis bis zum Vorliegen von Ergebnissen zu

dokumentieren.

Aulerdem wurden die Vor- und Nachteile der verschiedenen Systeme hinsichtlich

ihrer Handhabung und Robustheit untersucht.
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Abbildung 1.3: Schematische Darstellung des Arbeitsablaufs, modifiziert nach Oberhettinger

et al. (2020). In schwarz dargestellt ist der standardisierte Routineablauf der Diagnostik von
positiven Blutkulturen. Der grau hinterlegte, parallel dazu stattfindende Ablauf wurde im
Rahmen dieser Arbeit evaluiert. AST: Antimikrobielle Suszeptibilitatstestung, morph.:

morphologische; ID: Identifizierung, mol.: molekulare; Res. marker: Resistenzmarker.

In einem zweiten Schritt wurde die Pravalenz von identifizierten Isolaten aus
Blutkulturen am UKT flr die Jahre 2015 bis 2017 retrospektiv erhoben und mit dem
Spektrum der wahrend des limitierten Studienzeitraums nachgewiesenen lIsolaten
verglichen. Dies sollte eine Einschatzung dazu erlauben, ob die wahrend des
Studienzeitraums beobachteten Isolate das durchschnittliche Spektrum am UKT

adaquat widerspiegeln.
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2) Material und Methoden

2.1) Studienrahmen, Probenmaterial und Laborbedingungen

Die Studie zum Vergleich konventioneller kulturbasierter Blutkulturdiagnostik mit
modernen molekularbasierten Systemen wurde am Universitatsklinikum Tubingen,
einer Klinik der Maximalversorgung mit mehr als 1500 Betten, im Zeitraum von Mitte
November 2017 bis Ende Januar 2018 durchgeflhrt (Oberhettinger et al., 2020).
Blutkulturen des gesamten Patientenkollektivs der Klinik, ambulant sowie stationar,
wurden am Institut fur medizinische Mikrobiologie und Hygiene untersucht. Jeweils die
erste positive Blutkultur eines Patienten wurde in die Studie mit einbezogen, sofern die
Gramfarbung (siehe 2.3.1) den Hinweis auf eine monomikrobielle Blutkultur ergab. Bei
Verdacht auf eine polymikrobielle Kultur wurde die Blutkultur aus der Studie
ausgeschlossen. Weitere positive Blutkulturen des jeweiligen Patienten wurden nicht
berucksichtigt. Auch Folgeisolate wurden aus der Studie ausgeschlossen. Hinsichtlich

der Entnahmestelle der Blutkulturen wurden keine Einschrankungen festgelegt.

Eine Genehmigung seitens der Ethikkommission der Medizinischen Fakultat der
Eberhard Karls Universitat zu Tubingen fir die durchgefuhrten Untersuchungen lag
unter den Projektnummern 667/2014BO1 und 139/2016B0O2 vor. Auf eine explizite
Einwilligung der Patienten hinsichtlich der Studie konnte verzichtet werden, da keine
patientenbezogenen Daten verwendet wurden. Die direkte Bearbeitung von positiven
Blutkulturen fand durch das medizintechnische und &arztliche Personal wahrend der
regularen Betriebszeiten des Labors der medizinischen Mikrobiologie statt. Diese
waren Montag bis Freitag zwischen 7:30 Uhr und 17:30 Uhr, sowie Samstag und
Sonntag von 7:30 Uhr bis 16:00 Uhr (Oberhettinger et al., 2020). Die Bearbeitung von
Blutkulturen, welche aulerhalb der Betriebszeiten positiv gemeldet wurden, begann

direkt am darauffolgenden Betriebsstart.

Als Umfang der Studie wurde das Ziel gesetzt 100 Blutkulturen einzuschliel3en, bei
denen grampositive Organismen mikroskopisch nachgewiesen wurden, sowie alle in
diesem Zeitraum anfallenden Blutkulturen, in denen mikroskopisch gramnegative

Bakterien oder Pilze nachgewiesen wurden. Fur diese Proben wurden neben der
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Routinediagnostik (Abschnitt 2.3.1) alle zur Verfligung stehenden Schnelltests
durchgefuhrt (Abschnitt 2.3.2).

FUr den Ansatz von Blutkulturen wurden BD BACTEC™ Plus Aerobic/Anaerobic
medium und BD BACTEC™ Mycosis-IC/F (BD Diagnostic Systems, Franklin Lakes,
USA) Kulturflaschen verwendet. Diese wurden bis zum Transport in das Institut far
medizinische Mikrobiologie und Hygiene bei Raumtemperatur gelagert. Die Inkubation
wurde im Bactec FX blood culture instrument (BD Diagnostic Systems, Franklin Lakes,
USA) bei 35 +/- 1,5 °C vorgenommen.

2.2) Materialien

Gerate:
Bezeichnung Hersteller
Accelerate Pheno® System Accelerate Diagnostics, USA
AXIMA Assurance Shimadzu Deutschland GmbH, Duisburg
Bactec FX blood culture instrument BD Diagnostic Systems, Franklin Lakes, USA

BioFire FilmArray® multiplex PCR System | Biomerieux, Nurtingen

Brutschrank Heraeus Function Line Thermo Electron LED GmbH, Langenselbold
DENSICHEK® Plus bioMérieux, SA, Marcy-I'Etoile, Frankreich
ePlex® System GenMark Diagnostics, Carlsbad, CA, USA
Microflex LT MALDI-TOF MS Bruker Daltonics, Bremen

T3 Thermocycler Biometra, Gottingen

VITEK® 2 XL System bioMérieux, SA, Marcy-I’EtoiIe, Frankreich
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Kits:

Bezeichnung

Hersteller

API® RAPID ID 32 STREP

bioMérieux, SA, Marcy-I’EtoiIe, Frankreich

SLIDEX® Strepto

bioMérieux, SA, Marcy-I'EtoiIe, Frankreich

Staph Plus Latex Kit

DIAMondiaL, Wien, Osterreich

Nahrmedien:

Bezeichnung (Besonderheiten)

Bezugsquelle

BBL CHROMagar (Candida)

BD Diagnostic Systems, Franklin Lakes,
USA

Blutagar (Columbia-Agar mit Schafblut)

Oxoid GmbH Deutschland, Minchen

Brain-Heart-Infusions Agar

Oxoid GmbH Deutschland, Minchen

CNA-Agar (Colistin + Nalidixinsaure)

Biomerieux, Nurtingen

DNase-Platte (DNA-haltiger Blutagar)

Institutsinterne Herstellung*

Hefe-Gentamicin-Agar

Institutsinterne Herstellung*

MH-F-Agar (anspruchsvolle Organismen)

Oxoid GmbH Deutschland, Minchen

Muller-Hinton Agar (AST-Testung)

Institutsinterne Herstellung*/Oxoid GmbH

Streptokokken-Agar (Selektiv fur 3-

hamolysierende Streptokokken)

Institutsinterne Herstellung*®

Sonstige Verbrauchsmaterialien:

Bezeichnung

Hersteller

0,85 % NaCl-Loésung

Institutsinterne Herstellung*

1,5 ml Reaktionsgefalie

Eppendorf AG, Hamburg

Agardiffusion-Testplattchen

Becton Dickinson Cooperation, USA
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Sulbactam-Ampicillin, AmpC/ESBL Set

Mast Diagnostica GmbH, Reinfeld

BD BACTEC™ Blutkulturflaschen

BD BACTEC Plus Aerobic medium

BD BACTEC Myosis-IC/F

BD BACTEC Plus Anaerobic medium

BD Diagnostic Systems, Franklin Lakes,
USA

ePlex® RUO** BCID Testkassetten

BCID GN
BCID GP
BCID FP

GenMark Diagnostics, Inc., Carlsbad, USA

E-Teststreifen

Bestbion dx GmbH, Koln

FilmArray® BCID Panel

BioFire Diagnostics, Salt Lake City, UT,
USA

Galle Reagenz

Oxoid Ltd., Basingstoke, UK

Microbanks

Bestbion dx GmbH, Kdln

Optochin-Plattchen

Oxoid Deutschland GmbH, Wesel

Pheno® Test™ BC Kit Kartuschen

Accelerate Diagnostics, USA

.in-house“-PCR Primer (mecA, vanA, vanB)

Tib Molbiol GmbH, Berlin

VITEK® 2 GN (ldentifizierungskarten)

bioMerieux, SA, Marcy-I'EtoiIe, Frankreich

VITEK® 2 GP (Identifizierungskarten)

bioMerieux, SA, Marcy-I'EtoiIe, Frankreich

VITEK® AST-N232 (Resistenzkarten)

bioMerieux, SA, Marcy-I’EtoiIe, Frankreich

VITEK® AST-P611 (Resistenzkarten)

bioMerieux, SA, Marcy-I’EtoiIe, Frankreich

VITEK-ROhrchen (5 ml Tubes)

Sarstedt AG, Nimbrecht

* Anmerkung: ,Institutsinterne Herstellung*

Nahrbodenkiiche des Instituts flr

Universitatsklinikums Tlbingen.

** RUO: Research Use Only

Medizinische Mikrobiologie
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2.3) Methoden

2.3.1) Konventionelle Routinediagnostik positiver Blutkulturen am UKT

Nach erfolgter Positivmeldung einer Blutkulturflasche durch das Bactec FX wurde
zunachst durch das Laborpersonal ein Grampraparat erstellt. Grundsatzlich erfolgte
die Herstellung von Subkulturen auf speziellen Agarplatten (siehe Kapitel 2.2 —

Nahrmedien).

Die Isolate aus den Blutkulturen wurden in Microbanks (Bestbion dx GmbH, Koln) bei

-80 °C eingefroren und fur spatere Analysen archiviert.

Diese sowie alle im Weiteren beschriebenen Arbeitsschritte wurden ausschlielich
durch eingewiesenes Fachpersonal und nach den Vorgaben der internen
Standardvorgehensweisen (SOP) durchgefihrt.

2.3.1.1) Identifikation von Mikroorganismen in der Routinediagnostik

Die Identifikation von Mikroorganismen, welche auf den entsprechenden Subkultur-
Agarplatten angewachsen waren, fand in der Regel mittels MALDI-TOF MS auf einem
Microflex LT (Bruker Daltonics, Bremen) statt (Abbildung 2.1) (Oberhettinger et al.,
2020). Die Messungen erfolgten automatisch nach Start des Teilchenbeschleunigers
auf dem MALDI Biotyper System mit der zugehoérigen Software MALDI Biotyper RTC
(Bruker Daltonics, Bremen). Ein elektronischer Abgleich der Massenspektrogramme
erfolgte Uber die Datenbanken IVD Library, Filamentous funghi Library oder Clinical
SR Datenbank.

In manchen Fallen wurde bei nicht validierten Keimen oder bei solchen mit unklaren
Ergebnissen in der MALDI-TOF MS eine biochemische Identifizierung des MS
Ergebnisses unter Anwendung des VITEK® 2 XL Systems (bioMérieux, SA, Marcy
I'Etoil, Frankreich) angestrebt. Hierfir wurden die dafir vorgesehenen
Identifizierungskarten VITEK® 2 GN (bioMérieux, SA, Marcy I'Etoil, Frankreich) fur
gramnegative Stabchen und VITEK® 2 GP (bioMérieux, SA, Marcy I'Etoil, Frankreich)
fur grampositive Kokken verwendet. Kulturen der Isolate aus den positiven Blutkulturen

wurden den SOP entsprechend durch das Laborpersonal vorbereitet und dann in den
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VITEK®-Probentrager geladen. Die auf der jeweiligen Identifizierungskarte
enthaltenen biochemischen Tests folgten dem Prinzip einer sogenannten bunten
Reihe und liefen in der Regel Uber Nacht ab. Entsprechende Ergebnisse konnten am
nachsten Tag auf dem VITEK® 2 XL System ausgelesen werden. Die 159
identifizierbaren Taxa der GN-Karte und die 115 identifizierbaren Taxa der GP-Karte
kobnnen der Webseite des Herstellers (https://www.biomerieux.de/klinische-

diagnostik/vitek-2-id-karten [Zugriff zuletzt am 15.02.2019]) enthommen werden.

+ ‘E
1S MALDI-TOF o O

¢ | :> ot
Microflex LT N

VITEK® 2 XL
"bunte Reihe"

| o2 pEal
! Anaerobier) MS MAXIMA

> Assurance

- SARAMIS -

Abbildung 2.1: Standardablauf der kulturbasierten Routinediagnostik von positiven
Blutkulturen am Institut fir Medizinische Mikrobiologie und Hygiene des UKT. In der Regel
erfolgt die Identifikation (ID) per Massenspektroskopie (MS), bei fraglichen oder ausbleibenden
ID-Ergebnissen werden zusatzliche Methoden, teilweise in Abhangigkeit des zu erwartenden
Keims, herangezogen. Parallel dazu kénnen spezifische Tests (siehe Tabelle 2.1) die
Identifikation bei konkretem Verdacht unterstliitzen oder friihzeitige Ergebnistibermittiungen

ermaoglichen.

Vereinzelt wurden MALDI-TOF Identifizierungen auch mit dem MS Gerat AXIMA
Assurance (Shimadzu Deutschland GmbH, Duisburg) unter Nutzung der Software
SARAMIS Premium mit zugehoériger Datenbank (Anagnostec GmbH, Potsdam-Golm)

durchgefuhrt. Dies war insbesondere dann der Fall, wenn die Subkultur bereits das
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Vorliegen eines anaeroben Keims nahelegte oder unter Verwendung der anderen
Datenbanken und des VITEK® 2 Systems keine eindeutige Identifizierung moglich war
(Abbildung 2.1).

Tabelle 2.1: Spezifische kulturbasierte Tests fir einzelne Bakteriengruppen und -spezies. Die
aufgezahlten Tests wurden im Rahmen der Routinediagnostik zur Identifizierung von positiven

Blutkulturen am UKT teils ergénzend zur MS angewendet. Genaue Angaben zu den

Materialien sind im Abschnitt 2.2 zu finden. BC: biochemischer Test; IM:
immunologischer/serologischer Test.
Methode Spezifitat BC | IM |[Anwendung Material
DNase-Test [Staphylokokken X Screening DNase-Platte
S. aureus
S. aureus Nachweis ,
Agglutination S. aureus X s aureus Staph Plus Latex Kit

Indolbildung aus

P. acnes,

Differenzierung

James-Reagenz

Streptokokken

S. pneumoniae

Proteus vulgaris, | x verschiedener |[4-(N,N-Dimethylamino)-
Tryptophan K. oxytoca, u. a. Spezies benzaldehyd]
Serologische Differenzierun
9 B-hémolysierende J SLIDEX® Strepto
Gruppen- Streptokokken x |der Gruppen Latexreagenzien (A/B/D)
bestimmung P A/B/D g
Schnell- i
> oine insbesondere | \o\m RAPID ID 32
Identifikation von ||Streptokokken X Viridans STREP Kit
Streptokokken Streptokokken
. a-hamolysierende Nachweis Optochin-Plattchen/
Optochin-Test Streptokokken X S. pneumoniae |Blutagar
Galle-Léslichkeit a-hamolysierende « Nachweis Galle Reagenz/

Blutagar

FUr die Identifikation einiger haufiger Blutkulturisolate standen dem mikrobiologischen
Routinelabor auRerdem standardisierte, auf biochemischen und immunologischen
Methoden beruhende, selektive Tests zur Verfugung. Diese konnten insbesondere zur
schnellen Identifizierung von S. aureus aus Subkulturen, aber auch zur Differenzierung
verschiedener Streptokokken, Propionibacterium sp. und Proteus sp. herangezogen
werden. Diese oftmals auf kommerziell erhaltlichen Produkten beruhenden Tests
wurden teilweise erganzend zur MS/VITEK®-Methode herangezogen (Abbildung 2.1).

In anderen Fallen konnten sie jedoch auch bei nicht eindeutigen Ergebnissen der
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unspezifischen Methoden eine sichere Identifizierung gewahrleisten oder eine
frihzeitige Ubermittlung des Identifizierungsergebnisses an den behandelnden
Kliniker ermoglichen. Eine Auflistung relevanter spezifischer Test sowie deren

Einsatzgebiete sind der Tabelle 2.1 zu entnehmen.

Im Falle des Scheiterns aller zuvor beschriebenen Methoden zur Identifizierung des
Isolats wurde eine universelle (eubakterielle) 16S-rRNA PCR und eine anschlielRende
Sequenzierung von gegebenenfalls gewonnen Amplifikaten zur Identifizierung
herangezogen. Die PCR konnte dabei direkt aus der Blutkulturflasche oder von
subkultivierten Isolaten erfolgen. Je nach Beurteilung war es moglich, eine

Identifikation auf Speziesebene oder Gattungsebene herauszugeben.

Den SOP entsprechend wurden bei allen Analysen Reinheitskontrollen mitgefuhrt, die

fur die schlussendliche Validierung der Ergebnisse ausschlaggebend waren.

2.3.1.1.1) Besonderheiten bei der Blutkulturdiagnostik von Pilzen

Im Falle des lichtmikroskopischen Nachweises eines Pilzes in einer positiven Blutkultur
wurden Subkulturen auf speziellen selektiven Nahrbéden hergestellt. Hierflir wurde in
der Regel ein fester Hefe-Gentamicin-Agar verwendet. Die anschlieRende Inkubation
erfolgte dann bei 30 °C im Brutschrank. Die weitere |dentifikation der Spezies erfolgte
mittels MALDI-TOF MS (siehe 2.3.1.1) und gegebenenfalls unterstutzt durch weitere
kulturbasierte Differenzierungstests, wie dem BBL CHROMagar (BD Diagnostic
Systems, Franklin Lakes, USA) fir Candida (Oberhettinger et al., 2020).

2.3.1.2) Antimikrobielle Suszeptibilitatstestung (AST) in der Routinediagnostik

2.3.1.2.1) VITEK® 2 AST

Die kulturbasierte Testung der Empfindlichkeit von nachgewiesenen Mikroorganismen
gegenuber relevanten antimikrobiellen Substanzen (Antibiotika) wurde im Regelfall
durch das vollautomatisierte VITEK® 2 XL System (bioMérieux, SA, Marcy-I'Etoile,
Frankreich) vorgenommen. Subkultivierte Bakterienkolonien wurden hierfur durch das
Laborpersonal den SOP entsprechend vorbereitet. Die verwendeten Resistenzkarten
waren fiir grampositive Kokken AST-P611 (bioMérieux, SA, Marcy-I Etoile, Frankreich)
und fir gramnegative Stabchen AST-N232 (bioMérieux, SA, Marcy-l'Etoile,
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Frankreich). Die jeweils enthaltenen Testsubstanzen sind in Tabelle 2.2 zu finden.
Nach Start des Programmes mit der zum Isolat passenden Resistenzkarte lieferte das
System innerhalb von 4 Stunden eine Minimale Hemmkonzentration (MHK) fur alle
reprasentierten Antibiotika und die jeweils dazu passende Interpretation nach
aktuellem europadischem Standard des European Committee on Antimicrobial
Susceptibility Testing (EUCAST). Die Resistenztestung von Pilzspezies wurde im

Rahmen dieser Arbeit nicht untersucht.

Tabelle 2.2: Enthaltene Antibiotika und Tests auf den verwendeten VITEK® Resistenzkarten.
Der abgedeckte Bereich, in dem die Minimale Hemmkonzentration (MHK) bestimmt werden

konnte, ist mit angegeben.

AST-N232 AST-P611
Antibiotikum/Test M'iK'Berefh Antibiotikum/Test M':K'Berefh
Ampicillin 2 32 |Ampicillin 0,25 32
Ampicillin/Sulbactam 2 32 |Benzylpenicillin Staph. 0,03 | 05
Piperacillin 4 128 |Oxacillin 0,25 4
Piperacillin/Tazobactam 4 128 |Imipenem 1 16
Cefuroxim 1 64 |Gentamicin 0,5 16
Cefuroxim/Cefur-Axetil 1 64 |Ciprofloxacin 0,5 8
Cefotaxim 1 64 |Moxifloxacin 0,25 8
Ceftazidim 1 64 |Erythromycin 0,25 8
Cefepim 1 64 |Clindamycin 0,25 8
Cefpodoxim 0,25 8 |Vancomycin 0,5 32
Imipenem 0,25 16 |Daptomycin 0,12 8
Meropenem 0,25 16 |Tetracycline 1 16
Gentamicin 1 16 | Tigecyclin 0,12 2
Tobramycin 1 16 |Linezolid 0,5 8
Ciprofloxacin 0,25 4 |Fosfomycin 8 128
Levofloxacin 0,12 8 |Trimethoprim/Sulfa. 10 320
Tigecyclin 0,5 8 |Fusidinsaure 0,5 32
Trimethoprim/Sulfa. 20 320 |Rifampicin 0,5 32

Gentamicin HL 500
ICR Test +/- +/-
Cefoxitin Screen +/- +/-
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2.3.1.2.2) Agardiffusionstest

Als Alternative zum VITEK® 2 AST Test, zum Beispiel wenn damit kein Ergebnis erzielt
werden konnte, stand bei schnell wachsenden aeroben Bakterien der
Agardiffusionstest zur Verfugung. Methode der Wahl war der Agardiffusionstest zudem
bei B-hamolysierenden Streptokokken, mukoid wachsenden Pseudomonaden,
Pneumokokken und Haemophilus influenzae. Bakterienkulturen wurden mit einer
Impfése in eine 0,85%ige Kochsalzldsung Uberfuhrt und mittels Densitometer
(DENSICHEK®, bioMérieux, SA, Frankreich) auf einen Mc Farland von 0,5 eingestellt.
Bakteriensuspensionen aus den Subkulturen wurden auf Mauller-Hinton-Agar
(institutsinterne Herstellung) ausplattiert und anschlief3end erfolgte das Aufbringen der
entsprechenden Testblattchen. Die Mehrzahl einzelner Testblattchen wurde von der
Firma BD Diagnostics (Becton Dickinson Cooperation, USA) bezogen, Testblatichen
fur Sulbactam-Ampicillin wurden wie auch das AmpC und ESBL-Set von Mast
Diagnostica GmbH (Reinfeld) erworben. Nach 16 bis 20 Stunden Inkubation bei etwa
35 °C konnten entstandene Hemmzonen ausgemessen werden. Voraussetzung
hierfur war das Bestehen eines konfluenten Bakterienrasens. Die Dimension einer
Hemmzone korrelierte mit der entsprechenden minimalen Hemmkonzentration (MHK)
und konnte mit Hilfe der Labor-EDV nach aktueller EUCAST Richtlinie interpretiert
werden. Lagen keine fir den Erreger spezifischen ,Breakpoints® vor, so wurden die

Ergebnisse als orientierendes Antibiogramm markiert.

2.3.1.2.3) Epsilometertests

Epsilometertests (E-Tests) wurden zur Beurteilung der Empfindlichkeit von
identifizierten Keimen teilweise erganzend in der kulturbasierten Routinediagnostik
angewandt. Dies war der Fall, wenn in der Resistenztestung durch VITEK® 2 oder
Agardiffusion eines Isolates Reserveantibiotika als nicht empfindlich beurteilt wurden.
Betroffen waren alle im Rahmen der Studie getesteten Carbapeneme, Tigecyclin und
Colistin, sowie bei Staphylokokken und Enterokokken Linezolid. Bei allen Isolaten mit
Staphylokokken wurde unabhangig vom Testergebnis ein E-Test fur Vancomycin
durchgefuhrt. Des Weiteren fUhrten wir E-Tests bei Diskrepanzen zwischen der MHK
Interpretationen des Pheno® Systems und der kulturbasierten VITEK® 2 AST durch,

um das korrekte Ergebnis zu eruieren.
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Bakterienkulturen wurden mit einer Impfose in eine 0,85%ige Kochsalzlésung
Uberfuhrt und mittels Densitometer (DENSICHEK®, bioMérieux, SA, Frankreich) auf
einen Mc Farland von 0,5 eingestellt. AnschlieBend wurden die
Bakteriensuspensionen mit einem sterilen Wattetupfer auf Muller-Hinton-Agar Platten
(institutsinterne  Herstellung) ausplattiert, sodass ein kontinuierlich dichter
Bakterienrasen wachsen konnte. Pro Antibiotikum und Isolat wurden eine Testplatte
und eine Reinheitskontrollplatte angelegt. E-Teststreifen wurden von der Firma
Bestbion dx (GmbH, Koln) bezogen. Mit einer sterilen Pinzette wurde je ein
Teststreifen mittig auf eine beimpfte Agarplatte gelegt. Anschlielend wurden die
Testplatten bei 37 °C flr 18 + 2 Stunden im Brutschrank Heraeus Function Line
(Thermo Electron LED GmbH, Langenselbold) inkubiert. Das Ablesen des
Ergebnisses erfolgte manuell, indem die entstandene Hemmzone bei ansonsten
konfluentem Zellrasen beurteilt wurde. Bei bakteriziden Antibiotika wurde die
Hemmkonzentration bei vollstandiger Wachstumshemmung abgelesen, bei
bakteriostatischen dagegen bei einer Wachstumshemmung von 80 %. Die
anschliefende Interpretation der abgelesenen MHK/MIC erfolgte nach der zum
betreffenden Zeitpunkt aktuellen EUCAST Richtlinie fur die Interpretation von MICs
und Hemmzonendurchmessern (EUCAST, 2018 [Version 8.1]). Tests mit
Verunreinigungen in der Kontrolle oder nicht eindeutig beurteilbaren MHK/MIC wurden

wiederholt.

2.3.2) Molekulare Blutkulturdiagnostik

2.3.2.1) Accelerate Pheno® System

Das Accelerate Pheno® System (Accelerate Diagnostics, USA) war zum
Studienzeitraum bereits in der routinemafRigen Diagnostik gramnegativer BSI der
Intensivstationen des Universitatsklinikums Tabingen eingebunden. Der Einsatz des
Accelerate PhenoTest™ BC Kit (Accelerate Diagnostics, USA) war daher bereits
etabliert und wurde mit unten genannter Einschrankung nach Angaben des Herstellers
durchgefuhrt. Es wurde ein System mit zwei Modulen verwendet, was die zeitgleiche
Analyse zweier Blutkulturen ermdglichte.
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Laut Herstellerempfehlung sollten positive Blutkulturen innerhalb von 8 Stunden zur
Analyse durch das Pheno® System bereitgestellt werden. Da dies aufgrund der
Betriebszeiten des Labors nicht immer realisierbar war, wurden Blutkulturen bis zu 24

Stunden nach Positivmeldung verwendet.

Tabelle 2.3: Spektrum der im Accelerate PhenoTest™ BC Kit enthaltenen gramnegativen
Bakterien. Die Ausgabe des ID-Ergebnisses enthalt in einigen Fallen keine genauere Angabe
zur exakten Spezies. Die unter dem jeweiligen Uberbegriff zusammengefassten Spezies sind

in der rechten Spalte aufgeflihrt.

ID-Ergebnis Ausgabe Abgebildete Spezies
Escherichia coli E. coli
) K. oxytoca
Klebsiella sp. i
K. pneumoniae
E. cloacae
Enterobacter sp.
E. aerogenes
P. mirabilis
Proteus sp.
P. vulgaris
] C. freundii
Citrobacter sp. i
C. koseri
Serratia marcescens S. marcenscens
Pseudomonas aeruginosa |P. aeruginosa
Acinetobacter baumannii A. baumanii

Die praktische Vorbereitung eines PhenoTest ™-Laufes umfasste im Wesentlichen das
Offnen und Einlegen der PhenoTest™ BC Kit-Kartuschen in das System und das
Beflllen des Testrohrchens mit 5 ml der positiven Blutkultur. Anschlieend mussten
die Proben benannt werden und das System begann nach einer kurzen
Selbstuberprufung mit dem Testprogramm. Ab diesem Schritt war keine weitere
Bedienung durch den Benutzer mehr notwendig. Die an das System angebundene
Software Accelerate Diagnostic Host applications (Version 1.3.1.15; Accelerate
Diagnostics, USA) generierte nach abgelaufenem Test des Analyten einen Bericht, der

direkt am System angezeigt oder in den gangigsten Formaten heruntergeladen werden
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konnte. Dieser Bericht umfasste die Identifikation des Erregers sowie ein
Antibiogramm mit MHK/MIC der verschiedenen Antibiotika und die daraus jeweils
resultierende Einteilung in resistent, intermediar oder sensibel. Die acht im
Keimspektrum des PhenoTest™ BC Kits enthaltenen gramnegativen Bakterien und
testbaren Antibiotika sind in Tabelle 2.3 und 2.4 aufgefihrt.

Tabelle 2.4: AST-Spektrum des Accelerate PhenoTest™ BC Kit fur gramnegative Bakterien.
Fir die verschiedenen gramnegativen Keime werden die durch ein Kreuz gekennzeichneten
Antibiotika per morphokinetischer Zellanalyse bezlglich ihrer MIC getestet. Die Abklirzungen

in der oberen Bezeichnungsspalte sind unterhalb der Haupttabelle zum besseren Verstandnis

ausgeschrieben.
ID-Ergebnis AST-Spektrum
SAM|TZP |[FEP |CAZ |CRO|ETP |MEM|AMK |GEN|TOB [CIP |ATM
E. coli X[ X[ X[ X[ X[ X[ X | X[ X[ X]|X]X
Klebsiella sp. X | X | X[ X | X | X | X[ X ]| X[ X] X[ X
Enterobacter sp. X | X[ X[ X[ X[ X | X ]| X ]| X[ X]|X
Proteus sp. X | X | X | X[ X[ X ]| X | X | X | X]|X]|X
Citrobacter sp. X | X | X | X[ X ]| X[ X | X ]| X ]| X]|X
S.marcescens X | X[ X[ X[ X | X | X ]| X | X]|X]|X
P. aeruginosa X | X | X X[ X[ X | X[ X
A. baumannii X X
' v £ () c £
Salge|l 8|8 |28 |2 |8 |8|%|¢8
SE|ISR| @& | @ | @ © [0} = e | 8|l 2| N
n <o -] O ®) O 1Ll = < O = O <

2.3.2.2) BioFire FilmArray® multiplex PCR System

Das BioFire FilmArray® multiplex PCR System (Biomerieux, Nurtingen) wurde mit dem
speziell fur die Blutkulturdiagnostik entwickelten Blood Culture Identification (BCID)
Panel (BioFire Diagnostics, Salt Lake City, UT, USA) verwendet. Die Firma Biomerieux
(Nurtingen) stellte das System und die fir die Studie bendtigten Reagenzien
freundlicherweise zur Verfigung.
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Auch der Hersteller des BioFire FilmArray® BCID Panel empfiehlt die positiven
Blutkulturen innerhalb von 8 Stunden nach der Positivmeldung durch den Inkubator zu
testen. Aus oben beschriebenen Grinden (siehe 2.3.2.1) wurde auch hier die

Bedingung fur das Zeitfenster auf 24 Stunden ausgeweitet.

Tabelle 2.5: Keimspektrum des BioFire FilmArray® BCID Panel. Aufgelisteten sind alle
Ergebnisse, die bei der Analyse von positiven Blutkulturen auftreten konnten. Auch
polymikrobielle Ergebnisse waren méglich. Ubergeordneten Familien zugehérige Spezies und
Gruppen sind eingertickt dargestellt. Einige Ubergeordnete Ergebnisse bedeuteten das
potenzielle Vorliegen mehrerer in die jeweilige Gruppe fallender Bakterien. Informationen
diesbezuglich und auch bezlglich méglicher Kreuzreaktionen sind im Bedienungshandbuch
des BCID Panels detailliert aufgefuhrt (zu finden unter https://www.biomerieux-
diagnostics.com/biofirer-filmarrayr-bcid-panel [Zugriff 25.06.2020]). Das Testergebnis eines
Resistenzgenes (Res.-Gen) wurde nur angegeben, wenn die entsprechend identifizierte

Spezies eine signifikante Assoziation dazu aufwies. &: keine.

Grampositive Bakterien Res. Gramnegative Bakterien Res. Hefen/Candida
-Gen -Gen
Enterococcus vanA/B | Acinetobacter baumannii KPC |C. albicans
Listeria monocytogenes @  |Haemophilus influenzae @ |C. glabrata
Staphylococcus mecA |Neisseria meningitidis 1] C. krusei
Staphylococcus aureus mecA |Pseudomonas aeruginosa KPC |C. parapsilosis
Streptococcus %] Enterobacteriaceae KPC |C. tropicalis
Streptococcus agalactiae %] Enterobacter cloacae complex| KPC
Streptococcus pyogenes ] Escherichia coli KPC
Streptococcus pneumoniae ] Klebsiella oxytoca KPC
Klebsiella pneumoniae KPC
Proteus KPC
Serratia marcescens KPC

Die Vorbereitung des Analyselaufes einer positiven Blutkultur umfassten die Insertion
des Reaktionskammerriegels in die dafir vorgesehene Ladestation und die
anschlielende Hydrierung der Reaktionskammern, gefolgt von der Herstellung der
Testlosung. Fur diese wurden 0,2 ml der positiven Blutkultur mit dem im Kit enthaltenen
Probenpuffer vorsichtig in einem Injektionsréhrchen fir die Probe gemischt. Uber die

Ladestation wurde die Probenmischung anschliefend dem Reaktionskammerriegel
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zugefuhrt, welcher nach erfolgter Beflllung in das FilmArray® System gesetzt wurde.
Uber die Software FimArray® 2.0 (BioFire Diagnostics, Salt Lake City, UT, USA)

konnte nun die Probe benannt und der Lauf gestartet werden.

Jeder Reaktionskammerriegel enthalt zwei interne Kontrollen. Nur wenn beide
Kontrollen positiv waren, wurde ein Ergebnis des Laufes ausgegeben, ansonsten
wurde das Ergebnis vom System als invalide oder fehlgeschlagen angegeben. Eine
Wiederholung des Tests wurde in solchen Fallen, wie vom Hersteller empfohlen,
durchgefuhrt.

Sobald der Lauf beendet war, konnten die Ergebnisse Uber die Software abgefragt und
ein Bericht im PDF-Format heruntergeladen werden. Der Bericht umfasste neben
Informationen zum Lauf selbst alle detektierten Gattungen und Spezies
(gramnegative/grampositive Bakterien und Hefen). Aufierdem waren Informationen
Uber das Vorhandensein von flr das Isolat mdglichen Resistenzgenen (KPC, mecA,
vanA/B) aufgefuhrt. Die im FilmArray® BCID Panel enthaltenen Mikroorganismen und

die jeweils zusatzlich getesteten Resistenzgene sind in Tabelle 2.5 zu finden.

2.3.2.3) GenMark ePlex® System

FuUr das ePlex® System (GenMark Diagnostics, Carlsbad, USA) stand ein Tower mit
sechs Teststationen bereit. Diese konnten gleichzeitig mit jeweils einer Testkassette
beladen werden, sodass zur gleichen Zeit sechs Blutkulturen Uber das Gerat
bearbeitet werden konnten (Oberhettinger et al., 2020). Fur die Blutkulturdiagnostik
bietet GenMark drei verschiedene Testkassetten flir gramnegative Bakterien (BCID-
GN; GenMark Diagnostics, Carlsbad, USA), grampositive Bakterien (BCID-GP;
GenMark Diagnostics, Carlsbad, USA) und Pilze (BCID-FP; GenMark Diagnostics,
Carlsbad, USA) an. RUO (Research Use Only) -Versionen dieser Testkassetten
wurden zusatzlich zum System freundlicherweise von der Firma GenMark Diagnostics
(Carlsbad, USA) fur die Studie bereitgestellt.

Zusatzlich liefen auf der gramnegativen und der grampositiven Kassette Tests ab,
welche das Vorhandensein von Organismen der jeweils anderen Grameigenschaft und
Pilzspezies priften und als sogenanntes PAN-Target im Bericht meldeten. Im Falle

eines Fehlers beim Lauf oder einer negativen internen Kontrolle wurde der Lauf im
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Bericht als fehlgeschlagen oder invalide angegeben und mit einer neuen Kassette
wiederholt. Hierfur war es notwendig, dass die urspringliche Blutkultur noch zur

Verfugung stand und nicht vorzeitig entsorgt wurde.

Tabelle 2.6: GenMark ePlex® BCID Panel Spektrum. Die Tabelle zeigt alle auf den einzelnen
BCID-GP, BCID-GN und BCID-FP detektierbaren Organismen und

Resistenzgene. Mehrere Organismen als Ergebnis waren méglich. Ubergeordneten Familien

Testkassetten

zugehodrige Spezies und Gruppen sind eingerickt dargestellt. Das Testergebnis der

Resistenzgene wurde nur bei Bakterien (B.) im Bericht kommentiert, welche generell in

relevanter Weise mit dem betreffenden Resistenzgen assoziiert waren.

BCID-GP (grampositive B.)

BCID-GN (gramnegative B.)

BCID-FP (Pilze)

Organismus

Organismus

Organismus

Bacillus cereus group
Bacillus subtilis group
Corynebacterium sp.
Cutibacterium acnes

( Propionibacterium acnes )
Enterococcus sp.

Enterococcus faecalis

Enterococcus faecium
Lactobacillus sp.

Listeria sp.

Listeria monocytogenes
Micrococcus sp.
Staphylococcus sp.

Staphylococcus aureus

Staphylococcus epidermidis

Staphylococcus lugdunensis
Streptococcus sp.

Streptococcus agalactiae (GBS)

Streptococcus anginosus group

Streptococcus pneumoniae

Streptococcus pyogenes (GAS)

Acinetobacter baumannii
Bacteroides fragilis
Citrobacter sp.

Cronobacter sakazakii
Enterobacter (non-cloacae complex)
Enterobacter cloacae complex
Escherichia coli
Fusobacterium nucleatum
Fusobacterium necrophorum
Haemophilus influenzae
Klebsiella oxytoca

Klebsiella pneumoniae
Morganella morganii

Neisseria meningitides
Proteus sp.

Proteus mirabilis
Pseudomonas aeruginosa
Salmonella
Serratia sp.

Serratia marcescens
Stenotrophomonas maltophilia

Resistenzgene

Resistenzgene

mecA
mecC
vanA
vanB

CTX-M
KPC
NDM
VIM
IMP
OXA

Candida albicans
Candida auris
Candida dubliniensis
Candida famata
Candida glabrata
Candida guilliermondii
Candida kefyr
Candida krusei
Candida lusitaniae
Candida parapsilosis
Candida tropicalis
Cryptococcus gattii
Cryptococcus neoformans
Fusarium
Rhodotorula
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Blutkulturen, die nicht langer als 24 Stunden positiv gemeldet waren und den
grundsatzlichen Einschlusskriterien der Studie entsprachen, wurden im ePlex®
System getestet. Welche der drei verschiedenen BCID Testkassetten hierbei
verwendet wurde, war in erster Linie durch das Ergebnis der Gramfarbung festgelegt.
Mit einer Pipette wurden 50 ul aus der Blutkulturflasche in die dafir vorgesehene
Offnung der Kassette geimpft. AnschlieBend wurde diese verschlossen und die
Testkassette in eine der Teststationen am Gerat eingefthrt. Die integrierte Software
des ePlex® Systems erstellte entsprechende Berichte der einzelnen Laufe
vollautomatisch und stellte diese zur direkten Betrachtung am System oder zum
Herunterladen in verschiedenen gangigen Formaten bereit. Diese Berichte umfassten
die Identifikation des Erregers sowie gegebenenfalls den Nachweis von

Resistenzgenen.

Das breite Keimspektrum der BCID Kassetten ist in Tabelle 2.6 dargestellt. Die
BCID-GN und BCID-GP Kassetten lieferten auch Ergebnisse hinsichtlich einiger

Resistenzgene, diese sind ebenfalls Tabelle 2.6 zu entnehmen.

2.3.2.4) mecA und vanA/B PCR in der Routinediagnostik (,in house*)

Bereits etablierte Methoden der molekularen Schnelldiagnostik waren die
routinemanig durchgefiihrten PCR zur Uberpriifung des Vorhandenseins spezifischer
Resistenzgene fur Oxacillin und Vancomycin. Beim morphologischen Verdacht auf
S. aureus wurde dabei durch das Laborpersonal sowohl eine PCR zum Nachweis des
fur S. aureus spezifischen nuc Genes (Ecker et al., 2010), als auch eine PCR, die das
Vorhandensein von mecA pruft, von Probenmaterial direkt aus der positiven Blutkultur
durchgeflihrt. Im Falle eines S. aureus Nachweises konnte, je nach Nachweisbarkeit
des mecA Genes, der Vorbefund MSSA oder MRSA an das behandelnde Team
Ubermittelt werden. Isolate aus Blutkulturen mit Verdacht auf S. aureus, welche unter
anderem am Wochenende nicht mit Hilfe der PCR auf mecA untersucht wurden,
konnten im Sinne der Studie grofdteils nachtraglich erganzt werden. Zu diesem Zweck
wurden die standardmaRig eingefrorenen Stamme aufgetaut und auf Blutagarplatten
kultiviert.  Anschlieend konnten die entsprechenden PCR durch das

Routinelaborpersonal durchgefuhrt werden.
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Beim Vorliegen des phanotypischen Verdachts auf einen VRE wurde in der
Routinediagnostik analog zum Vorgehen bei S. aureus das Vorhandensein der
Resistenzgene vanA und vanB getestet. Im Rahmen der Studie wurden samtliche
Enterokokken nachtraglich auf vanA und vanB per PCR getestet, um die Ergebnisse

der Gerate im Studienarm zu vergleichen.

Alle PCR wurden mit Primern der Firma Tib Molbiol GmbH (Berlin) auf einem T3
Thermocycler (Biometra, Goéttingen) durchgefuhrt. Die Oligonukleotidsequenzen der
mecA Primer wurden von Reischl und Kollegium etabliert (Reischl et al., 2000). Primer
fur vanA und vanB wurden nach den Sequenzen von Bell und Kollegium synthetisiert
(Bell et al, 1998). Die Amplifikate der jeweiligen PCR wurden mittels

Gelelektrophorese analysiert.

2.3.3) Definition des Goldstandards

Als Goldstandard wurde die kulturbasierte Diagnostik von positiven Blutkulturen
definiert (Abbildung 2.2). Diese beinhaltet die Anzucht von Subkulturen und deren
Identifizierung mittels MALDI-TOF MS. Wenn in einzelnen Fallen eine Identifizierung
Uber MS nicht mdglich war, so wurden weitere diagnostische Tests durchgeflnhrt.
Hierzu zahlten die VITEK® 2 Identifizierung, die Durchfihrung standardisierter
spezifischer Tests und in letzter Instanz die universelle 16S-rRNA PCR mit
anschliellender Sequenzierung (Abbildung 2.2 — ID). Diese Definition richtet sich nach
dem Standardvorgehen des Instituts fur Medizinische Mikrobiologie und Hygiene des
UKT (2.3.1.1; Abbildung 2.1).

FUr die Resistenzbestimmung wurden die routinemalig durchgefiihrte VITEK® 2 AST
(2.3.1.2.1), der Agardiffusionstest (2.3.1.2.2), sowie die E-Tests (2.3.1.2.3), welche
letztlich in den Befund der medizinisch mikrobiologischen Diagnostik einflossen, als
Goldstandard definiert (Abbildung 2.2 — AST). Alle diese Tests setzten eine vorherige
Subkultivierung der positiven Blutkulturen voraus. In der Routinediagnostik teilweise
direkt aus positiven Blutkulturen als Schnelldiagnostik durchgefuhrte ,in house® PCR
(siehe 2.3.2.4), konnten aufgrund der gro3en Erfahrung mit diesen Tests als

Vergleichswert fur die Ergebnisse der nicht etablierten Methoden genutzt werden.
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Explizit verwendet wurden in diesem Rahmen die PCR fur mecA, vanA und vanB. Sie
definieren jedoch nicht das Goldstandardergebnis, da sie nur Vorbefunde flr den

Kliniker liefern, welche im Anschluss noch validiert werden mussen.

ID AST
VITEK®E Agardiffusion
Streptokokken
s Uni-PCR Pseudomonaden
aureus H. influenzae
Agardiffusion

€

E-Tests

€

Agglutination

J

clc)

nuc-PCR

Abbildung 2.2: Hierarchie der Goldstandardergebnisse. Bei ausbleibendem Ergebnis aus der
Methode der Wahl, wurden der Reihenfolge nach (von links nach rechts/oben nach unten)
Ergebnisse verwendet, die weiter unten in der Hierarchie lagen. Fir die Bestimmung der Zeit
zum ldentifizierungsergebnis (ID), beziehungsweise zum Ergebnis der Suszeptibilitatstestung
(AST), wurden mit einer Uhr markierte Ergebnisse als gleichwertig betrachtet und jeweils das
hiervon frihzeitigste Ergebnis fur die Auswertung verwendet. Spez.: spezifische; MS:

Massenspektroskopie; PCR: Polymerase-Kettenreaktion; E-Test: Epsilometertest

2.3.4) Datensammlung

Um die in dieser Studie bendtigten Daten zu sammeln, wurde eine Tabelle mit
Microsoft® Excel (Microsoft® Professional Plus 2010 Version 14.0.7212.5000,
Microsoft® Corporation, Redmond, Washington) angelegt. Samtliche in der Studie
eingeschlossenen Blutkulturen wurden in die Tabelle aufgenommen. Als in der Studie
eingeschlossene Blutkulturen galten alle, die im FilmArray® und ePlex® getestet

wurden. Zusatzlich sollten Blutkulturen mit gramnegativen Organismen auch im
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Pheno® getestet worden sein. Uber die intern verwendeten Auftragsnummern konnten
die Testlaufe der betreffenden Blutkultur zugeordnet werden. Die jeweiligen Befunde
und Details zum Testlauf konnten auf allen Geraten Uber die jeweilige Software
heruntergeladen werden und manuell in die Tabelle eingepflegt werden. Mehrfache
Tests einer einzelnen Blutkultur, beispielsweise aufgrund von invaliden Kontrollen,
wurden in die Tabelle vollstandig mit aufgenommen. Anschlieend wurden anhand der
Auftragsnummern die Daten Uber die eingeschlossenen Blutkulturen aus der
institutsinternen SWISSLAB Laborinformationsplattform (Roche Deutschland Holding
GmbH, Berlin) ausgelesen. Dabei wurden alle wesentlichen Details Uber die Blutkultur,
deren Bearbeitung in der Routinediagnostik sowie deren relevanten
Goldstandardergebnisse manuell in die Tabelle aufgenommen. Voraussetzung fir die
Ubernahme von Daten aus der SWISSLAB-Plattform war ein fir die jeweilige
Auftragsnummer vorliegender Endbefund. Diese Information konnte ebenfalls der
SWISSLAB-Plattform entnommen werden. Es wurden keine patientenbezogenen
Daten ubernommen und die internen Auftragsnummern wurden pseudonymisiert. Der
so entstandene Datensatz wurde als Grundlage fur alle weiteren Auswertungsschritte

verwendet.

Folgende Daten wurden in der Excel-Tabelle erfasst, welche die Grundlage fur die
Datenauswertung  darstellte: Ergebnisse  der  Schnelltests und  der
Goldstandarddiagnostik in Bezug auf Identifikation und Resistenztestung (inklusive

MHK/MIC) sowie Zeit bis zum Vorliegen des jeweiligen Ergebnisses.

2.3.5) Datenanalyse

2.3.5.1) Vergleich der Identifizierungsergebnisse

Die Ergebnisse der Identifizierungen durch die Schnelltestsysteme ePlex®,
FilmArray® und Pheno® wurden mit den entsprechenden Ergebnissen der als
Goldstandard definierten Routinediagnostik verglichen. Dabei wurde jeweils die
Identifizierung auf Gattungs- und auf Speziesebene separat beurteilt. Bei

Ubereinstimmung in der betreffenden Kategorie lag ein korrekt positives Ergebnis (TP)
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vor. Als korrekt negativ (TN) wurde jedes Ausbleiben eines ldentifizierungsergebnisses
gewertet, welches nicht durch das Keimspektrum des Testsystems erfassbar war,
zuzuglich derer Ergebnisse, die Kkorrekterweise nicht der entsprechenden
Uberordnung (grampositive/gramnegative Bakterien oder Pilze) zugeordnet wurden.
Ein nicht mit dem Goldstandard Ubereinstimmendes Identifizierungsergebnis dagegen
wurde als falsch positive (FP) ldentifizierung definiert. Als falsch negatives Ergebnis
(FN) wurde eine nicht erfolgte und somit nicht Ubereinstimmende Identifizierung, bei
durch das Keimspektrum abgedeckter Gattung oder Spezies, beurteilt (Oberhettinger
et al., 2020).

2.3.5.2) Berechnung von Sensitivitdt und Spezifitat der einzelnen Systeme im

Vergleich zum kulturbasierten Goldstandard

Die Sensitivitat und Spezifitdt der drei untersuchten Schnelltestsysteme zur
Identifizierung von Bakterien aus monomikrobiellen Blutkulturen wurden jeweils fur
gramnegative Bakterien, grampositive Bakterien und Pilze bestimmt. Dabei erfolgte
eine Bestimmung der beiden Parameter a) in Bezug auf alle im jeweiligen System
getesteten Proben und b) bezogen auf die im Keimspektrum des betreffenden

Systems abgedeckten Gattungen und Spezies.

Die Berechnung fur die Sensitivitat bei a) erfolgte aus der Anzahl der korrekt positiven
Ergebnisse (TP) geteilt durch die Anzahl aller im Goldstandard identifizierten Isolate.
FUr b) ergab sich die Sensitivitat als Quotient aus den korrekt identifizierten
Ergebnissen (TP) im jeweiligen System und der Summe aus korrekt positiven (TP) und
falsch negativen Ergebnissen (FN). Dabei wurde die Sensitivitat jeweils fur
Identifizierungen auf Speziesebene und Gattungsebene berechnet. Zur Berechnung
auf Speziesebene wurden nur Blutkulturen eingeschlossen, welche im Goldstandard
bis auf Speziesebene identifiziert wurden. Das alleinige Vorliegen der ldentifizierung

bestimmter Gruppen wurde dabei nicht als Speziesebene gewertet.

Um die Spezifitdt der Testsysteme zu ermitteln, wurde im Sinne von b) der Quotient
aus korrekt negativen Ergebnissen (TN) und der Summe aus korrekt negativen (TN)
plus falsch positiven (FP) Ergebnissen gebildet (Oberhettinger et al., 2020). Hier wurde

ebenfalls zwischen der ldentifizierung auf Gattungsebene und auf Speziesebene
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unterschieden. Eine Bestimmung wie in a) beschrieben konnte in dieser Weise nicht

erfolgen, da keine im Goldstandard negativen Ergebnisse in der Studie vorlagen.

2.3.5.3) Bestimmung der Dauer bis zum Vorliegen von Ergebnissen

Anhand der Zeiten, an denen Bearbeitungen oder Tests starteten, und Zeiten, an
denen entsprechende Ergebnisse vorlagen, wurden Bearbeitungszeiten berechnet.
Da aus SWISSLAB nicht der genaue Zeitpunkt des Bearbeitungsbeginns einer
positiven Blutkultur ersichtlich war, wurde hierfir eine 30 Minuten nach dem Zeitpunkt
der Positivmeldung liegende Uhrzeit festgelegt. Bei Blutkulturen, die gegen Ende oder
aullerhalb der Betriebszeiten des Labors positiv gemeldet wurden, konnte der
Zeitpunkt des Bearbeitungsbeginns in Korrelation mit dem entsprechenden Zeitpunkt
des Ergebnisses der Gramfarbung auf den folgenden Betriebsstart (7:30 Uhr)
abgeschatzt werden. Obwohl diese aus Erfahrungen abgeleiteten Naherungen der
Realitat sehr nahekommen, folgt daraus eine gewisse Ungenauigkeit der berechneten
Zeiten, sodass bei der Auswertung die Darstellung in vollendeten Stunden ab
Bearbeitungsbeginn gewahlt wurde. Ergebnisse, bei denen der genaue Zeitpunkt des
entsprechenden Endergebnisses nicht klar nachvollziehbar waren, wurden in diesen
Teil der Auswertung nicht miteinbezogen. Fur die Berechnung der Zeit bis zum
Identifizierungsergebnis der Goldstandardmethode wurde dabei jeweils moglichst der
Zeitpunkt gewahlt, an welchem das Ergebnis technisch vorlag (Abbildung 2.2). Bei S.
aureus wurde ein positiver Nachweis des nuc Genes durch die entsprechende PCR
(2.3.2.4) als mallgebend fiur den Zeitpunkt der Identifizierung gewahlt. Da an
Wochenenden diese Diagnostik nicht durchgeflhrt wurde, galt hier auch der Zeitpunkt
des vorliegenden endgultigen Ergebnisses des Agglutinationstests und der MALDI-
TOF MS als Goldstandard (Abbildung 2.2). Dieses Ergebnis wurde generell, auch an
Werktagen, als Goldstandard der Identifizierung verwendet, musste also das

vorlaufige Ergebnis der PCR in allen Fallen bestatigen.

Bei ePlex®, FilmArray® und Pheno® wurde die genaue Zeit des Testlaufs zuzuglich
der jeweiligen ,Hands-on-time*“ fur das entsprechende Gerat berechnet. Die ,Hands-
on-time“ wurde dabei nicht explizit gemessen, sondern aus der Erfahrung mit den

Systemen auf jeweils zwei Minuten geschatzt. Daraus wurde im Anschluss bestimmt,
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wieviel Zeit die einzelnen Tests durchschnittlich bis zum Vorliegen von Ergebnissen

bendtigten.

2.3.5.4) Vergleich von antimikrobiellen Suszeptibilitatstestungen (AST)

Die Auswertung der Suszeptibilitatstestungen erfolgte getrennt, da das Accelerate
Pheno® zellmorphologisch bestimmte MIC (MHK) lieferte und somit direkt mit den AST
der Goldstandarddiagnostik verglichen werden konnte. Dies wurde fur alle sowohl im
Goldstandard als auch im Pheno® erfolgreich getesteten Antibiotika pro Isolat
durchgeflhrt. Voraussetzung dafir war eine korrekte Identifizierung des Isolats. In
erster Linie wurde die Interpretation der MIC im Sinne der Kategorie-Ubereinstimmung
verglichen. Die Beurteilung von Diskrepanzen wurde wie bereits 1980 von Thornsberry
und Kollegium beschrieben vorgenommen (Thornsberry et al., 1980). Eine Erlduterung

dieser Beurteilung ist in Tabelle 2.7 zu finden.

Tabelle 2.7: Beurteilung von Diskrepanzen zwischen Accelerate Pheno® und Goldstandard

bei der Resistenztestung nach der Definition durch Thornsberry und Kollegium (1980).

Fehler Beurteilung Ph_eno® . Golds_tandard .
Interpretation/Kategorie | Interpretation/Kategorie

sehr schwerwiegender Fehler sensibel resistent

schwerwiegender Fehler resistent sensibel

geringer Fehler intermediar sensibel/resistent

geringer Fehler sensibel/resistent intermediar

Dahingegen wurden die Ergebnisse fur den Nachweis der Resistenzgene im ePlex®
und FilmArray® System einerseits zwischen den beiden Systemen und andererseits
mit dem Ergebnis des Goldstandards (kulturbasierte Resistenztestung — AST) der
jeweils betreffenden Antibiotika abgeglichen. Dabei wurde Uberprift ob bei Vorliegen

einer Resistenz (Beurteilung der MIC nach EUCAST ,resistent” oder ,intermediar®) ein
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entsprechendes Resistenzgen im jeweiligen Testgerat nachgewiesen wurde.
AuRerdem wurde die Ubereinstimmung der Resistenzgenergebnisse zwischen den
Systemen geprift. Bei Staphylokokken wurde das im Goldstandard erfasste Verhalten
des Isolats gegentber Oxacillin mit den Ergebnissen fir mecA und mecC aus
FilmArray® und ePlex® ins Verhaltnis gesetzt. Analog dazu wurde das Verhalten
gegenuber Vancomycin mit den Schnelltestergebnissen fur vanA und vanB
abgeglichen. Bei relevanten gramnegativen Bakterien wurden die Ergebnisse fur KPC
und CTX-M der Empfindlichkeit hinsichtlich gangiger Carbapeneme, beziehungsweise
3-GC und 4-GC, gegenubergestellt. Details hierzu sind der Tabelle 2.8 zu entnehmen.

Tabelle 2.8: Auswertungsschema der Resistenzgene. Die im FilmArray® und ePlex® bei
relevanten Keimen getesteten Resistenzgene wurden mit den aus der Tabelle ersichtlichen
Antibiotika der Goldstandard-AST abgeglichen. Die Goldstandard-AST ESBL entstammte dem
Agardiffusionstest Set AmpC/ESBL und war nur in einzelnen Fallen verfligbar, bei denen eine
Resistenz gegenuber Cephalosporinen der 3. Generation (3-GC) im kulturbasierten
Antibiogramm vorlag. Ergebnisse hierfir lagen als ESBL-Status positiv (+) oder negativ (-) vor.

4-GC: Cephalosporine der 4. Generation.

Relevante . Goldstandard
Bakterien FilmArray® | ePlex® AST
vanA
Enterokokken vanA/B Vancomycin
vanB
mecA .
Staphylokokken mecA Oxacillin
mecC
Imipenem
KPC KPC Meropenem
Enterobacterales, Ertapenem
Nonfermenter Cefepim (4-GC)
CTX-M |Ceftazidim (3-GC)
ESBL (+/-)
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Des Weiteren wurden die Ergebnisse der ,in house“ PCR flir mecA, vanA und vanB
zur Bestatigung der entsprechenden Ergebnisse des ePlex® und FilmArray®
herangezogen. Das ePlex® BCID-GN Panel Uberpruft noch weitere Resistenzgene
(NDM, VIM, IMP, OXA), diese wurden jedoch in keiner der Blutkulturen detektiert und
wurden daher im Rahmen der Auswertung nicht naher betrachtet. Ebenso wurden
Bakterien, die von keiner der Testmethoden identifiziert werden konnten, aus diesem

Teil der Auswertung ausgeschlossen.

2.3.6) Retrospektive Blutkulturenstatistik

Um zu Uberprifen, ob die in der Studie eingeschlossenen Isolate reprasentativ fur das
Spektrum der lokal haufig in Blutkulturen detektierten Keime waren, wurden die
Ergebnisse der Blutkulturdiagnostik fur die Jahre 2015, 2016 und 2017 des Institutes
fur Medizinische Mikrobiologie und Hygiene des UKT erfasst und ausgewertet. Diese
stammten sowohl aus samtlichen Abteilungen des UKT als auch der BG Unfallklinik
Tldbingen. Ergebnisse wurden mit Hilfe der Software HyBase®-Klinik (epiNET AG,
Bochum) aus der SWISSLAB Laborinformationsplattform (Roche Deutschland Holding
GmbH, Berlin) abgefragt und in eine Microsoft® Excel-Tabelle (Microsoft®
Professional Plus 2010 Version 14.0.7212.5000, Microsoft Corporation, Redmond,
Washington) eingepflegt. Die Abfrage umfasste dabei alle Isolate aus allen Arten von
Blutkulturen (keine Unterscheidung zwischen mono-/polymikrobiellen und keine
Unterscheidung zwischen aeroben/anaeroben/Pilz Flaschen). Pro Patient wurde
jeweils ein gleichartiges Isolat gezahlt, selbst wenn derselbe Erreger in mehreren
Blutkulturen des Patienten nachgewiesen wurde. Auch die weitere Bearbeitung der
erhaltenen Rohdaten erfolgte mit Microsoft® Excel. Zunachst wurden die Ergebnisse
in Ubergruppen sortiert und namentlich unterschiedliche, jedoch gleichbedeutende
Ergebnisse zusammengefasst. Anschlielend wurden die Kategorien ,Blutkultur
positiv®, ,Blutkultur negativ®, ,Blutkultur positiv ohne Erregernachweis® und ,Blutkultur
positiv mit Erregernachweis” erstellt und entsprechende Ergebnisse zugeordnet. Bei
der Kategorie ,Blutkultur positiv mit Erregernachweis“ wurden die enthaltenen
Ergebnisse anschlieend je nach Zugehorigkeit zu gramnegativen Bakterien,

grampositiven Bakterien oder Pilzen sortiert. Innerhalb dieser Gruppierungen wurden
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grélkere und relevante Erregerfamilien zusammengefasst und deren quantitatives
Vorkommen in den einzelnen Jahren berechnet. Des Weiteren wurde der Durchschnitt
berechnet. Klinisch besonders relevante Erreger wie MRSA, VRE, sowie haufige
Spezies einer Familie (beispielsweise K. pneumoniae) wurden zudem auch separat
verglichen. Mit Hilfe der Software wurden die Summen der haufigsten Familien und
deren wichtigste Vertreter in allen drei Jahren, im Durchschnitt (Mittelwert) und in den
einzelnen Jahren berechnet. Mittelwerte wurden auf die nachste ganze Zahl gerundet.
Die Standardabweichung der Grundgesamtheit wurde zu den jeweiligen Mittelwerten

bestimmt.

Streptokokken wurden nach ihren Hamolyseeigenschaften gruppiert, Staphylokokken

nach dem Vorhandensein von Koagulase sowie einer Methicillin-Resistenz.

Grampositive Isolate aus der Familie Abiotrophia wurden nicht den Streptokokken
zugeordnet, sondern separat ausgewertet. Gramnegative Bakterien aus den Familien
Flavimonas und Sphingomonas wurden ebenfalls separat betrachtet und nicht der

Familie der Pseudomonaden zugerechnet.

Alle Erregerfamilien und -spezies, die in ihrer Gesamtheit < 2 % der maximalen
jahrlichen Anzahl an identifizierten Erregern einer Gruppe ausmachten, wurden fur die
Auswertung und Darstellung in die Gruppe ,andere* zusammengefasst. In der Gruppe
der Pilze wurde diese Grenze, aufgrund der generell geringeren Haufigkeit von Pilzen
in den positiven Blutkulturen, bei weniger als drei Isolaten insgesamt in den Jahren
2015 bis 2017 gesetzt.
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3.1) Quantitative Einteilung der eingeschlossen positiven Blutkulturen

Insgesamt 158 durch die Routinediagnostik am UKT identifizierte und auf ihre
Suszeptibilitat gegenuber den gangigen Antibiotika getestete Bakterien und Pilze aus
positiven Blutkulturen wurden in die zwischen November 2017 und Januar 2018
durchgefihrte Studie aufgenommen. Dabei handelte es sich bei 85 % (n = 134) der
Isolate um Bakterien aus monomikrobiellen Reinkulturen (Abbildung 3.1, blaues
Segment des grof3en Kreises). Davon waren 73 % (n = 98) grampositive Bakterien und
27% (n=36) gramnegative Bakterien. Aus acht (5,4 %) polymikrobiellen
Mischkulturen wurden 11 % (n = 18) der Mikroorgansimen isoliert, wobei zwei bis vier
unterschiedliche Bakterienspezies je Blutkultur identifiziert wurden. Hiervon waren
22% (n=4) gramnegativ und 78 % (n=14) grampositiv. Reinkulturen von
Sprosspilzen machten 4 % (n = 6) der identifizierten Mikroorganismen aus (Abbildung

3.1, gelbes Segment des grol3en Kreises).

m Monomikrobiell gramnegativ m Monomikrobiell grampositiv
m Polymikrobielle BK Pilze

Abbildung 3.1: Einteilung und Verteilung der im Rahmen der Studie aus positiven Blutkulturen
(BK) isolierten Keime (n = 158). Dargestellt sind die prozentualen Anteile einzelner Isolate. Die
Kategorisierung richtet sich nach der Isolation aus einer mono- oder polymikrobiellen Blutkultur
sowie nach den Eigenschaften des Mikroorganismus. Blaues Segment des groen Kreises:

Gesamter Anteil der Bakterien aus monomikrobiellen Blutkulturen.
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3.2) Identifizierung positiver Blutkulturen

3.2.1) Identifizierung grampositiver Bakterien aus monomikrobiellen Blutkulturen

3.2.1.1) Spektrum und Verteilung grampositiver Bakterien im Studienrahmen

In die vorliegende Studie wurden insgesamt 98 grampositive Bakterien aus positiven,
monomikrobiellen Blutkulturen eingeschlossen. Die Verteilung und das Spektrum
dieser Bakterien sind in Abbildung 3.2 dargestellt.

Staphylokokkus
73%

Pseudoclavibacter
1%

Enterokokkus
Lactobacillus 9%

1%

Corynebacterium
1%

Streptokokkus
7%

Atopobium | | Actinomyces Propionibacterium
1% 29, 5%

Abbildung 3.2: Grampositives Keimspektrum bei monomikrobiellen Blutkulturen im
Studienrahmen. Dargestellt sind das Spektrum und die prozentuale Verteilung der 98 in die
Studie eingeschlossenen grampositiven Bakterien aus monomikrobiellen Blutkulturen. Die

genauen Spezies innerhalb der einzelnen Familien sind Tabelle 3.1 zu entnehmen.
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Die mit Abstand am haufigsten identifizierten Isolate entstammten der Familie der
Staphylokokken (n=71; 73 %). Hiervon gehdrten knapp uber 50 % der Spezies
Staphylococcus epidermidis an (Tabelle 3.1). Ein Viertel der identifizierten
Staphylokokken gehdrten zur klinisch sehr relevanten Spezies Staphylococcus aureus
(n=18). Des Weiteren enthielten einige Blutkulturen Staphylococcus haemolyticus
(n=8) und Staphylococcus hominis (n=6). Aus je zwei Blutkulturen konnte

Staphylococcus capitis und Staphylococcus warneri isoliert werden (Tabelle 3.1).

Die Familie der Enterokokken war mit 9 % (n = 9) am zweithaufigsten vertreten. Dabei
wurden etwa gleich haufig die Spezies Enterococcus faecalis (n = 5) und die Spezies

Enterococcus faecium (n = 4) identifiziert (Tabelle 3.1).

Streptokokken wurden in 7 % (n = 7) der grampositiven monomikrobiellen Blutkulturen
identifiziert. Es stellte sich eine sehr heterogene Verteilung der einzelnen
Streptokokkenspezies dar (Tabelle 3.1). In einer Blutkultur wurde Streptococcus
pneumoniae identifiziert, des Weiteren wurden vergrunende (orale) Streptokokken

sowie Gruppe C und Gruppe D Streptokokken isoliert.

Der klassische Hautkeim Propionibacterium acnes wurde in 5 % (n = 5) der positiven

monomikrobiellen Blutkulturen festgestellt.

Die verbleibenden 6 % (n=6) der grampositiven Isolate aus monomikrobiellen
Blutkulturen setzen sich aus seltenen Erregern und Bakterien mit eher geringer
klinischer Bedeutung zusammen. Sie umfassten Actinomyces sp. (n = 2), Atopobium
parvulum (n=1), Corynebacterium sp. (n=1), Lactobacillus sp. (n=1) und

Pseudoclavibacter faecalis (n = 1).

3.2.1.2) Identifizierung grampositiver Bakterien in monomikrobiellen Blutkulturen durch
FilmArray® und ePlex®

Die ldentifizierungsergebnisse bei grampositiven Bakterien in monomikrobiellen
Blutkulturen durch die kulturbasierte Routinediagnostik (Goldstandard), das Biofire
FilmArray® System und das GenMark ePlex® System sind im Einzelnen Tabelle 3.1
zu entnehmen. Eine Ubersichtliche Darstellung des Abschneidens beider Systeme bei
der Identifizierung grampositiver Bakterien aus monomikrobiellen Blutkulturen ist in
Abbildung 3.3 zu finden.
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Tabelle 3.1: Identifizierte grampositive Bakterien aus monomikrobiellen Blutkulturen durch
Goldstandarddiagnostik, FilmArray® und ePlex®. Alle Bakterienspezies und deren
Ubergeordnete Familien sind abgebildet. Die Anzahl (n) der identifizierten Isolate einer Familie
oder Spezies in der Goldstandarddiagnostik ist jeweils den Ergebnissen der Studiengeraten
FilmArray® und ePlex® gegenubergestellt. Besonderheiten werden in den jeweiligen
Kommentarzeilen erwahnt. ,off-Panel“. Die Bakterienspezies und/oder -familie war im

Spektrum der Testmodalitat nicht enthalten. Gr.: Gruppe; bez.: bezeichnet; zus.: zusatzlich.

Goldstandard Biofire FilmArray® GenMark ePlex®
ID nach Goldstandard
n Kommentar n % [Kommentar n |% Kommentar

Staphylococcus sp. 71 70| | 98,6 :ﬁ:‘:t ;"ri:fr:’t 70| | 98,6 :]:‘Cri ehr i:;”n(:'y ticus

S. aureus 18 18| 100 18| 100 l;zifk ﬂg{ococws

S. epidermidis 35 o| o|ofPanel" 37| 100 1 . gj C’/ er'; ’gr’ls ’

S. capitis 2 0 0|"off-Panel" 0 0["off-Panel"

S. haemolyticus 8 0 0|"off-Panel" 0 0|"off-Panel"

S. hominis 6 0 0|"off-Panel" 0 0|"off-Panel"

S. wamneri 2 0 0|"off-Panel" 0 0|"off-Panel"
Enterococcus sp. 9 9 100 9 100

E. faecalis 5 0 0|"off-Panel" 3| 60

2x E. faecalis , 1x
E. faecium 4 0 "off-Panel" 6 100|zus. Staphylococcus
sp.

Streptococcus sp. 7 7 100 7 100

S. pneumoniae 1 1 100 1 100

S. anginosus 1 0 0|"off-Panel" 1| 100|S. anginosus Gr.

S. gallolyticus 2 0 0|"off-Panel" 0 0|"off-Panel"

S. oralis 1 0 0|"off-Panel" 0 0|"off-Panel"

S. mitis Gruppe 1|nicht ndher bez. 0 0|"off-Panel" 0 0["off-Panel"

B-ham. Gruppe C 1|nicht ndher bez. 0 0|"off-Panel" 0 0["off-Panel"
Propionibacterium acnes 5 0 0|"off-Panel" 5 100
Actinomyces sp. 2 ééﬁg%iﬁ:;’nz 0 0|"off-Panel" 0 0 gor];frs:gglp AN
Atopobium parvulum 1 0 0|"off-Panel" 0 0["off-Panel"
Corynebacterium sp. 1 Gattungsebene || O 0|"off-Panel" 1 100
Lactobacillus sp. 1 Gattungsebene || O 0|"off-Panel" 1 100
Pseudoclavibacter faecalis | 1 ID via Uni-PCR || O 0["off-Panel" 0 0["off-Panel"
# erkannte Grampositive 98 86 87,8 93 94,9
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3.2.1.2.1) Staphylokokken

Von den 71 Bakterien der Familie Staphylokokkus erkannten sowohl das FilmArray®
System als auch das ePlex® System 98,6 % (n = 70). Dabei konnte das FilmArray®
ein Bakterium der Spezies S. warneri nicht detektieren, das ePlex® erkannte in einer
anderen Blutkultur das Bakterium S. haemolyticus nicht. S. aureus wurde hingegen
von beiden Systemen immer erkannt (n=18). In einer der monomikrobiellen
Blutkulturen mit S. aureus erkannte das ePlex® System zusatzlich ein Bakterium der

Familie Mikrokokkus.

Das ePlex® kann im Gegensatz zum FilmArray® die Spezies Staphylococcus
epidermidis identifizieren. Dies gelang in 100 % der Falle, allerdings wurden ein
S. hominis und ein S. warneri irtumlich als S. epidermidis identifiziert. Alle weiteren
Spezies (n=18; 25 % der identifizierten Staphylokokken) wurden von beiden

Systemen nur als Staphylococcus sp. identifiziert.

3.2.1.2.2) Enterokokken

Sowohl das FilmArray® als auch das ePlex® konnten alle neun Enterokokken
erfolgreich identifizieren. Das ePlex® System bietet hier zusatzlich die Moglichkeit zur
Identifizierung der beiden vertretenen Spezies E. faecalis und E. faecium. Allerdings
wurden zwei von funf (40 %) der E. faecalis falschlicherweise als E. faecium erkannt
(Oberhettinger et al., 2020) (Tabelle 3.1), was die Genauigkeit der Differenzierung hier
in Frage stellt und aufgrund der unterschiedlichen Therapieregime von Klinischer

Relevanz sein kann.

3.2.1.2.3) Streptokokken

Auch bei den Streptokokken lieferten beide Systeme gute Ergebnisse und erkannten
alle Vertreter der Familie Streptokokkus als solche. Die in einer Blutkultur detektierten
Pneumokokken wurden von beiden Systemen erfolgreich auf Speziesebene
identifiziert. Alle weiteren Streptokokken konnte das FilmArray® per se nicht auf
Speziesebene detektieren, da diese im abgebildeten Keimspektrum nicht enthalten
sind. Das ePlex® System kann zusatzlich Vertreter der Streptococcus anginosus
Gruppe identifizieren. Dies gelang bei einem Isolat, das in der kulturbasierten
Goldstandarddiagnostik als S. anginosus identifiziert wurde (Tabelle 3.1).
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3.2.1.2.4) Weitere grampositive Bakterien

Keine der Ubrigen Bakterienfamilien und Spezies (n = 11) waren im Keimspektrum des
FilmArray® BCID enthalten, sodass hier erwartungsgemal in keiner der Blutkulturen
ein Keim identifiziert wurde. Bei allen insgesamt funf monomikrobiellen Blutkulturen, in
welchen nach Goldstandard Propionibacterium acnes nachgewiesen wurde, kam das
ePlex® zur korrekten Identifizierung auf Speziesebene. Auflerdem konnten die auf der
BCID-GP Kassette abgedeckten Bakterien der Familien Corynebacteriaceae und
Lactobacillaceae jeweils korrekt erkannt werden (Tabelle 3.1). Die verbleibenden 4 %
der Blutkulturen fuhrten auch beim ePlex® zu keiner Identifizierung, da sie im
Keimspektrum nicht vorhanden waren. Bei einem per MS als Actinomyces meyeri
identifizierten Bakterium erkannte das ePlex® den Hinweis auf einen gramnegativen

Organismus, welcher allerdings in keiner anderen Methode nachgewiesen wurde.

3.2.1.2.5) Vergleich der Gesamtergebnisse bei grampositiven Bakterien

Insgesamt konnte das FilmArray® BCID bei 87,8 % der grampositiven
monomikrobiellen Blutkulturen eine korrekte Identifizierung mindestens auf
Familienebene erreichen (Oberhettinger et al., 2020). Dem ePlex® System gelang dies
in 94,9 % der Falle, wobei sich dieser Vorteil durch das gegentber dem FilmArray®
erweiterte Keimspektrum ergab (vgl. Tabelle 3.1 und Abbildung 3.3). Bei den von
beiden Systemen detektierbaren Staphylokokken, Enterokokken und Streptokokken
zeigte keines der Gerate einen Vorteil auf Familienebene. Beide konnten 98,6 % der
Staphylokokken sowie 100 % der Enterokokken und Streptokokken erkennen. Die im
erweiterten Keimspektrum des ePlex® BCID-GP enthaltenen Bakterienfamilien
wurden zuverlassig erkannt (vgl. Abbildung 3.3). Eine Identifizierung auf Speziesebene
konnte durch das FilmArray® in 20 % (n = 19) der durch die Goldstandardmethode
erkannten Spezies (n=93) erfolgen. Beim ePlex® konnten abzuglich der vier
Fehlidentifizierungen auf Speziesebene bei E. faecalis und S. hominis,
beziehungsweise S. warneri, 70 % (n = 66) der Spezies korrekt identifiziert werden.
Das Ergebnis der S. anginosus Gruppe (siehe Tabelle 3.1) wurde dabei nicht als
Identifizierung auf Speziesebene gewertet, da es sich um eine Gruppe von Spezies

und ergo nicht um eine Speziesidentifizierung an sich handelte.

Kein Identifizierungsergebnis lag beim FilmArray® in 12,2% (n=12) der

grampositiven monomikrobiellen Blutkulturen vor. Allerdings waren 11,1 % (n = 11)
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der Bakterien im verfigbaren Keimspektrum nicht enthalten. Nur ein einziges
grampositives Bakterium wurde trotz erkennbarer Familie nicht detektiert (S. warneri).
Fehlerhafte Identifizierungen wurden durch das FilmArray® System nicht

herausgegeben (Abbildung 3.4).
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Abbildung 3.3: Quantitativer Vergleich der korrekten Identifizierungen grampositiver Bakterien
aus monomikrobiellen Blutkulturen durch das FilmArray® und das ePlex® System. Es ist
jeweils der prozentuale Anteil an der Gesamtheit, der durch den Goldstandard identifizierten
Bakterienfamilien dargestellt. Die Identifikation (ID) auf Speziesebene durch die beiden
Systeme errechnet sich als prozentualer Anteil der Anzahl an Speziesidentifikationen im
Goldstandard (n =94 2 100 %).

Das ePlex® konnte bei 5,1 % (n = 5) der grampositiven monomikrobiellen Blutkulturen
kein Bakterium identifizierten, wobei 4,1 % (n=4) der lIsolate nicht Teil des
Keimspektrums der BCID-GP Kassette waren. Wie auch beim FilmArray®, wurde vom

ePlex® ein Bakterium (S. haemolyticus) nicht detektiert, das auf Familienebene hatte

58



Ergebnisse

erkannt werden konnen. In zwei Blutkulturen wurde jeweils ein zusatzliches
grampositives Bakterium identifiziert (FP), welches laut Goldstandardmethode nicht
vorlag (Abbildung 3.4 ,falsche ID). Die falsche Spezies, bei korrekter Familie, wurde
vom ePlex® bei knapp 4 % (n = 4) der untersuchten Blutkulturen ausgegeben. Diese
Fehlidentifizierungen fanden bei Bakterien statt, bei denen durch das

Vergleichssystem FilmArray® keine Unterscheidung auf Speziesebene maoglich war.
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Abbildung 3.4: Fehlende oder fehlerhafte Identifizierungen grampositiver Bakterien aus
monomikrobiellen Blutkulturen durch das FilmArray® und ePlex® System im Vergleich. Die
prozentualen Anteile beziehen sich auf die Gesamtheit, der im Goldstandard identifizierten
grampositiven Bakterien. Falsche Identifizierungen (ID) kamen ausschliellich dadurch
zustande, dass neben dem korrekt identifizierten Bakterium ein weiteres, nicht kulturell
nachgewiesenes Bakterium durch die Systeme identifiziert wurde. Der Terminus falsche
Spezies bezieht sich auf Proben, bei denen der Genus korrekt, aber die Spezies falsch
identifiziert wurde. Tests, die kein Ergebnis lieferten, setzten sich zusammen aus denen,
welche nicht im Spektrum des betreffenden Testgerats enthalten waren (,off-Panel“) und den

Tests, die keine Identifizierung (ID) bei im Spektrum enthaltenem Bakterium lieferten.
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Bei 6,5 % (n =6) der Blutkulturen war im ePlex® eine Wiederholung des ersten
Testlaufs notwendig, um die korrekte Identifizierung zu erzielen, wobei es sich in der
Studie um RUO Versionen der Kassetten handelte. Dies war dreimal bei S. epidermidis
und jeweils einmal bei S. aureus, Streptococcus sp. und E. faecium der Fall. Das

FilmArray® konnte dagegen alle Identifizierungen bereits im initialen Test erbringen.

3.2.1.2.6) Sensitivitdt und Spezifitdt der Testsysteme bei grampositiven,

monomikrobiellen Blutkulturen

FUr die beiden Testsysteme ePlex® und FilmArray® wurden die aus den
Studienergebnissen hervorgehende Sensitivitdt und Spezifitat aus verschiedenen
Gesichtspunkten ermittelt (siehe Tabelle 3.2 und Methoden Teil 2.3.5.2).

Bezuglich der Sensitivitat auf Genusebene schnitten beide Systeme mit knapp 99 %
gleichermalen gut ab, wenn nur die Erreger betrachtet werden, die im jeweiligen Panel
abgedeckt waren. In Hinsicht auf alle, im Rahmen der Studie vorkommenden,
grampositiven Isolate aus monomikrobiellen Blutkulturen, zeigte das ePlex® mit 95 %
gegenuber dem FilmArray® mit 88 % eine hohere Sensitivitat. Die Spezifitat in Bezug
auf die Identifizierung auf Genusebene lag flr das FilmArray® System bei 100 %
(Oberhettinger et al., 2020). Aufgrund zweier zusatzlicher ldentifizierungen, welche
nicht mit dem Goldstandard Ubereinstimmten, erreichte das ePlex® hier nur eine
Spezifitat von 95,8 % (Micrococcus sp. und Staphlococcus sp.; vgl. Tabelle 3.1 und
Tabelle 3.2).

Wurde die Identifizierung auf Speziesebene als Kriterium gesetzt, so zeigte das
FilmArray® eine Sensitivitdt von 100 % innerhalb der durch das Keimspektrum
definierten Moglichkeiten, wobei das ePlex® eine Sensitivitat von 97 % erreichte. Die
Spezifitat des FilmArray® konnte auch hier 100 % in der Studie erreichen, das ePlex®
zeigte mit knapp 94 % Spezifitat demgegenuber erneut leichte Schwachen (Tabelle
3.2). Allerdings erreichte das ePlex® auch auf Speziesebene eine Sensitivitat von
71 % in Bezug auf alle in der Studie vorkommenden grampositiven Bakterien aus
monomikrobiellen Blutkulturen, wohingegen das FilmArray® hier mit 20 % deutlich
schlechter abschnitt. Dieses Verhaltnis spiegelt direkt die Fahigkeiten der
unterschiedlichen Keimspektren wider, die in den beiden Systemen eine ldentifizierung
auf Speziesebene erlauben. Insbesondere die Fahigkeit des ePlex® CoNS teilweise

auf Speziesebene identifizieren zu kdnnen, ermdglichte hier im Gegensatz zum
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FilmArray® bei 35 Isolaten die Identifizierung von S. epidermidis. Des Weiteren wird
auch die im Rahmen der Studie zweithaufigste Familie der Enterokokken (n = 9) nur
im ePlex® auf Speziesebene differenziert. Einen weiteren Einfluss hat die zusatzlich

mogliche Speziesidentifizierung von insgesamt funf P. aeruginosa.

Tabelle 3.2: Sensitivitat und Spezifitat des FilmArray® und ePlex® bei der Identifizierung
grampositiver, monomikrobieller Blutkulturen. Es fand jeweils eine Berechnung fur die
Identifizierung auf Genus- und auf Speziesebene statt. Die absoluten Zahlen zur Berechnung
sind jeweils auf der rechten Seite der Tabelle aufgefiihrt. n[GS]: Anzahl aller im Goldstandard
identifizierten Bakterien; n [TP]: Anzahl der korrekt positiven, n [TN]: korrekt negativen, n [FP]:
falsch positiven und n [FN]: falsch negativen lIdentifizierungen durch das betreffende
Testsystem. Die Sensitivitat konnte sowohl bezlglich des im jeweiligen System abgedeckten
Keimspektrums als auch bezlglich aller im Rahmen der Studie vorgekommenen
grampositiven Bakterien aus monomikrobiellen Blutkulturen (BK) angegeben werden. Dabei

ist die aufgrund des Keimspekirums maximal erreichbare Sensitivitat jeweils in Klammern

angegeben.
z':::g;ii:i:: FimArray® ePlex® Keliarﬁzsgk?rujm FilmArray® ePlex®
n[alle Proben] 140 140
n [GS] 98 98 Sensitivitat 98,9% 98,9%
n [TP] 86 93 Spezifitat 100% 95,8%
n[TN] 53 46 Bezug auf alle
n [FP] 0 2 BK
n [FN] 1 1 Sensitivitat 87,8% (88,8%) 94,9% (95,9%)
SG:) ':::::::::; FilmArray® ePlex® Keﬁ;f;gk?ruljm FilmArray® ePlex®
n[alle Proben] 132 132
n [GS] 93 93 Sensitivitat 100% 97%
n [TP] 19 66 Spezifitat 100% 93,9%
n [TN] 113 62 Bezug auf alle
n [FP] 0 4 BK
n [FN] 0 2 Sensitivitat 20,4% (20,4%) 70,9% (73,1%)
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3.2.2) Identifizierung gramnegativer Bakterien aus monomikrobiellen Blutkulturen

3.2.2.1) Spektrum und Verteilung gramnegativer Bakterien im Studienrahmen

Im Rahmen der Studie wurden mittels kulturbasierter Diagnostik in der Routine
(Goldstandard) 36 gramnegative Bakterien aus monomikrobiellen Blutkulturen
identifiziert. Die genaue Auflistung der Identifizierungsergebnisse, inklusive der

Identifizierung auf Speziesebene, ist Tabelle 3.3 zu entnehmen.
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Abbildung 3.5: Gramnegatives Keimspektrum bei monomikrobiellen Blutkulturen im

Studienrahmen. Dargestellt sind das Spektrum der 36 in die Studie eingeschlossenen,

gramnegativen und monomikrobiellen Blutkulturen und deren prozentualer Anteil an der

Gesamtheit.
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Escherichia coli wurde in knapp der Halfte (n = 16; 44 %) der positiven Blutkulturen mit
gramnegativen Erregern gefunden. Als am zweithaufigsten vertretene Gruppe wurden
Klebsiellen in 17 % der Isolate erkannt (n=6). Vertreter dieser Gruppe waren

K. pneumoniae (n = 3), K. variicola (n = 2) und K. oxytoca (n = 1).

Jeweils drei Bakterien (8 %) der Familien Enterobacter und Bacteroides wurden
identifiziert. Bei den Enterobacter waren Spezies des E. cloacae Komplex (n = 2) und
E. ludwigii (n = 1) vertreten. Die Bacteroides setzten sich aus B. fragilis (n = 2) und B.

vulgatus (n = 1) zusammen.

P. aeruginosa und Serratia marcescens machten mit jeweils zwei Isolaten je 6 % der

identifizierten Bakterien aus.

Des Weiteren wurde wahrend des Studienzeitraums jeweils eine gramnegative
monomikrobielle Blutkultur mit Haemophilus influenzae, Neisseria polysacchariae,
Moraxella liquefaciens und Capnocytophaga canimorsus nachgewiesen. Eine
Darstellung der Verteilung ist in Abbildung 3.5 zu finden.

3.2.2.2) Identifizierung gramnegativer Bakterien in monomikrobiellen Blutkulturen
durch FilmArray®, ePlex® und Pheno®

Analog zu den Ergebnissen bei grampositiven Bakterien, sind die Ergebnisse der
Identifizierungen gramnegativer Bakterien aus monomikrobiellen Blutkulturen durch
die kulturbasierte Routinediagnostik (Goldstandard) und die einzelnen Testsysteme in
der Tabelle 3.3 ausfuhrlich gegenlbergestellt. Zusatzlich zum ePlex® und FilmArray®
System wurden gramnegative Blutkulturen auch im Accelerate Pheno® System
analysiert. Das Abschneiden aller drei Systeme bei der |dentifizierung gramnegativer
Bakterien aus monomikrobiellen Blutkulturen ist in Abbildung 3.6 zusammenfassend

dargestellt.
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Tabelle 3.3: Identifizierte gramnegative Bakterien aus monomikrobiellen Blutkulturen durch kulturbasierte Diagnostik (Goldstandard), FilmArray®,
ePlex® und Pheno®. Alle Bakterienspezies und deren Ubergeordnete Familien sind abgebildet. Die Anzahl (n) der identifizierten Isolate einer Familie
oder Spezies wurde vergleichend gegenubergestellt. Besonderheiten sind in den jeweiligen Kommentarzeilen erwahnt. Beim Pheno® wurde eine
Blutkultur mit E. cloaecae Komplex (comp.) nicht getestet, sodass nur insgesamt 35 Isolate beurteilbar sind. ,off-Panel“. Die Bakterienspezies

und/oder -familie war im Spektrum der Testmodalitat nicht enthalten; NRZ: Nationales Referenzzentrum; Wdh.: Wiederholung.

Goldstandard Biofire FilmArray® GenMark ePlex® Accelerate Pheno®
ID nach Goldstandard
n Kommentar n % [Kommentar n % |Kommentar n % |Kommentar
1x "Run Status
Escherichia coli 16 16 100 16 100 14 88|failed", 1x nicht
erkannt
Klebsiella sp. 6 6 100 6 100 6 100
. K. pneumoniae K. pneumoniae " "
s ERELTeIEE s 3| e statt K. variicola 3| e statt K. variicola L 0 citFene]
K. variicola 2 0 0["off-Panel" 0 0["off-Panel" 0 0["off-Panel"
K. oxytoca 1 1{ 100 1| 100 0 0["off-Panel"
Enterobacter sp. 3 3 100 3 100 2 100|1x kein Lauf
E. cloacae comp. E. cloacae comp. " "
E. cloacae Komplex 2 3[ 100 Statt E. Judwigii 3[ 100 S 0 0["off-Panel
E. ludwigii 1 0 0["off-Panel" 0 0["off-Panel" 0 0["off-Panel"
Bacteroides sp. 3 0 0["off-Panel" 2 67 0 0["off-Panel"
B. fragilis 2 0 0["off-Panel" 2( 100 0 0["off-Panel"
B. wulgatus 1 0 0["off-Panel" 0 0["off-Panel" 0 0["off-Panel"
. 1x Invalid, Wdh. 1x nicht
Pseudomonas aeruginosa 2 2 100 1 50 nicht méglich 1 50 identifiziert
Serratia marcescens 2 1XxVITEK2® ID 2 100 2 100 2 100
Haemophilus influenzae 1 1 100 1 100 0 0["off-Panel"
Neisseria polysacchariae 1 ID via NRZ 0 0["off-Panel" 0 0|"off-Panel" 0 0|"off-Panel"
Moraxella liquefaciens 1 0 0["off-Panel" 0 0["off-Panel" 0 0["off-Panel"
Capnocytophaga canimorsus 1 ID via Uni-PCR || O 0["off-Panel" 0 0["off-Panel" 0 0["off-Panel"
# erkannte Gramnegative 36 30 83 31 86 25 7
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3.2.2.2.1) Escherichia coli

Von den 16 durch die Routinediagnostik identifizierten E. coli Isolaten wurden alle
(100 %) durch das FilmArray® und ePlex® korrekt nachgewiesen. Lediglich im
Pheno® konnten zwei (12,5 %) der E. coli nicht erkannt werden. In einem Fall wurde
trotz fehlerlosem Testlauf kein Bakterium identifiziert, in dem anderen Fall scheiterte

der Testlauf wegen eines nicht naher bezeichneten Fehlers.

3.2.2.2.2) Klebsiellen

Gramnegative Bakterien der Familie Klebsiella wurden in allen Systemen zu 100 %
korrekt identifiziert. Unterschiede zeigten sich nur in der Identifizierung auf
Speziesebene (Tabelle 3.3). Wahrend das Pheno® keine nahere Differenzierung der
Klebsiellen ermoglicht, war beim FilmArray® und beim ePlex® eine genauere
Unterscheidung von K. pneumoniae und K. oxytoca moglich. Es wurden alle Bakterien
dieser beiden Spezies korrekt identifiziert. Allerdings deklarierten beide Systeme die

zwei getesteten K. variicola als K. pneumoniae (Oberhettinger et al., 2020).

3.2.2.2.3) Enterobacter

Auch bei den Blutkulturen mit Vertretern des Taxon Enterobacter gelang den
Testgeraten in allen Fallen die korrekte Identifizierung auf Familienebene. Fir das
Pheno® System stand eine der beiden Blutkulturflaschen, die im Goldstandard mit
E. cloacae Komplex identifiziert wurden, nicht mehr zur Testung zur Verfugung.
Daraus ergibt sich, dass die im Pheno® System getesteten zwei Blutkulturen beide
erkannt wurden (2 100 %, vgl. Tabelle 3.3). Eine weitere Unterscheidung auf
spezifischerer Ebene ist mit Hilfe des Pheno® nicht moglich. ePlex® und FilmArray®
jedoch, bieten die Mdglichkeit gesondert den E. cloacae Komplex zu identifizieren.
Diese ldentifikation war in beiden Fallen erfolgreich. Der E. ludwigii wurde ebenfalls
von beiden Systemen als E. cloacae Komplex erkannt, wobei die Spezies E. ludwigii

in keinem der Keimspektren enthalten war.

3.2.2.2.4) Bacteroides

Bakterien der Familie Bacteroides waren nur im Spektrum des ePlex® BCID-GN
abgedeckt. AulRerdem war auch hier nur die Spezies B. fragilis enthalten, welche

allerdings zwei Drittel der in der Studie eingeschlossenen Bacteroides sp. (n = 3)
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ausmachte. Diese wurden zuverlassig erkannt (100 %). Der Vertreter der Spezies B.
vulgatus wurde vom ePlex® System nicht identifiziert. Das FilmArray® und das
Pheno® System erkannten erwartungsgemaly keine Mikroorganismen in allen

betreffenden Blutkulturen.

3.2.2.2.5) Pseudomonaden

Von den zwei Blutkulturen mit P. aeruginosa wurden beide (100 %) vom FilmArray®
erkannt. Das ePlex® konnte nur in einer der beiden Blutkulturen eine korrekte
Identifizierung liefern, bei der anderen Blutkultur war der Testlauf durch eine
gescheiterte interne Kontrolle invalide. Eine Wiederholung des Tests fand aufgrund
der Laborbetriebszeiten nicht statt. Auch das Pheno® konnte nur eine der beiden
P. aeruginosa aus positiven Blutkulturen erkennen. Allerdings wurde hier vom System
keine Fehlermeldung ausgegeben, sondern das Ergebnis, dass kein Bakterium
identifiziert wurde (Tabelle 3.3). Es handelte sich dabei nicht um dieselbe Blutkultur,

bei dem das ePlex® kein valides Ergebnis erzielen konnte.

3.2.2.2.6) Weitere gramnegative Bakterien

Bakterien der Kklinisch relevanten Spezies S. marcescens wurden von allen
Testsystemen im Keimspektrum abgedeckt und zu 100 % erkannt. Ebenfalls konnten
das FilmArray® und das ePlex® H. influenzae in einem Fall identifizieren (100 %). Im

Spektrum des Pheno® Test BC Kit war dieses Bakterium nicht enthalten.

Die eher seltenen Bakterien N. polysacchariae, M. liquefaciens und C. canimorsus
waren bei keinem der Testsysteme im Spektrum abgedeckt. Sie wurden somit nicht in
den betreffenden Blutkulturen identifiziert. Bei der Blutkultur, die N. polysacchariae
enthielt, war auch die eindeutige Identifikation in der Routinediagnostik (Goldstandard)
nicht problemlos mdglich, sodass die endgiltige Identifizierung durch das Nationale
Referenzzentrum erfolgte. C. canimorsus wurde erst sicher durch die universelle PCR
erkannt, die direkt aus der positiven Blutkulturflasche durchgefihrt wurde
(Oberhettinger et al., 2020).

3.2.2.2.7) Vergleich der Gesamtergebnisse bei gramnegativen Bakterien

In der Zusammenschau konnte das ePlex® System bei den gramnegativen Bakterien

aus monomikrobiellen Blutkulturen die meisten korrekten Ergebnisse erzielen. Es

erkannte insgesamt 86 % der durch die Routinediagnostik identifizierten Bakterien.
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Abbildung 3.6: Quantitativer Vergleich der korrekten Identifizierungen gramnegativer Bakterien
aus monomikrobiellen Blutkulturen durch die drei Testsysteme. Die Werte sind prozentual zur
Anzahl der im Goldstandard identifizierten Bakterien dargestellt. Beim Pheno® wurde eine
Blutkultur weniger getestet. In der als Goldstandard dienenden kulturbasierten
Routinediagnostik wurden 34 von 36 Isolaten auf Speziesebene identifiziert, E. cloacae
Komplex wurde nicht als Speziesebene gewertet. Die Kategorie ,ID auf Speziesebene” geht

daher von einer Gesamtheit von 34 Isolaten aus.

Das FilmArray® System lag mit 83 % der identifizierten Bakterien, hauptsachlich
aufgrund des Fehlens von Bacteroides im Keimspektrum, knapp unter dem
Gesamtergebnis des ePlex® (Abbildung 3.6). Generell zeigte sich das FilmArray® als
sehr zuverlassig, da alle im Spektrum enthaltenen gramnegativen Bakterien auch
erkannt wurden. Samtliche Blutkulturen, bei denen kein Ergebnis ausgegeben wurde,
waren nicht unterstutzt (,off-Panel“ — Abbildung 3.7). Das Pheno® System erzielte mit
71 % aller routinemalig diagnostizierten Bakterien im Vergleich das schlechteste
Ergebnis. Auch hier spielte das Fehlen von Bacteroides im abgedeckten Spektrum
eine Rolle gegentiber dem ePlex®. Des Weiteren zeigten sich auch Schwachen bei
den sehr haufig vorkommenden E. coli, wovon 12,5 % (n = 2) nicht identifiziert wurden.

Das ePlex® und das Pheno® erkannten jeweils nur einen von insgesamt zwei P.
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aeruginosa, wahrend das FilmArray® beide erkannte. Zudem enthalt das
Keimspektrum des PhenoTest™ BC Kit kein H. influenzae, wodurch gegenlber den

anderen beiden Systemen eine weitere Blutkultur nicht identifiziert werden konnte.

Bezlglich der Identifizierung von gramnegativen Bakterien auf Speziesebene
unterschieden sich das ePlex® (n = 28; 76 %) und das FilmArray® (n = 27; 74 %) nur
unwesentlich. Samtliche erkannte Bakterien wurden vom FilmArray® auch auf
Speziesebene ausgegeben, allerdings wurden nicht im Spektrum enthaltene Spezies
wie E. ludwigii als E. cloacae Komplex ausgegeben und K. variicola als K. pneumoniae.
Dies war analog dazu beim ePlex® der Fall, auRerdem konnte B. vulgatus nicht auf
Speziesebene identifiziert werden, da dieses Bakterium nicht abgedeckt war. Deutlich
weniger ldentifizierungen der genauen Spezies konnte das Pheno® liefern (n = 17;
51,5 %, siehe Abbildung 3.6).

Eine Gegenuberstellung der Fehlerursachen bei den jeweiligen Testsystemen ist in
Abbildung 3.7 dargestellt. Von den knapp 28 % (n = 10) der im Pheno® getesteten
(n = 35) Blutkulturen, bei denen das System kein Ergebnis lieferte, war in sieben Fallen
(20 %) das Bakterium nicht im Keimspektrum enthalten. In weiteren drei Blutkulturen
(8,5 %) wurde kein Keim gefunden, obwohl das betreffende Bakterium hatte erkannt

werden konnen.

Das ePlex® scheiterte nur bei einem identifizierbaren Bakterium (P. aeruginosa), bei
dem ein Wiederholungslauf nach initial invalidem Ergebnis ausblieb. Die
verbleibenden vier nicht identifizierten Bakterien waren im Keimspektrum nicht
enthalten. Vom FilmArray® wurden ausschlieBlich solche Bakterien nicht erkannt, die
im Spektrum nicht abgedeckt waren. Keines der Testsysteme lieferte bei
gramnegativen Bakterien aus monomikrobiellen Blutkulturen falsche Identifizierungen.
Wie bereits oben beschrieben, wurden bei zwei Blutkulturen mit K. variicola (6 %) vom
ePlex® und FilmArray® eine nicht mit dem Goldstandard Ubereinstimmende Spezies
ID ausgegeben (,falsche Spezies®, Abbildung 3.7). Das ePlex® erzielte bei drei der 31
identifizierten gramnegativen Bakterien das Ergebnis erst in einem wiederholten Lauf,
da zuvor Fehler auftraten oder keine Identifizierung im ersten Lauf gelang, wobei wie

bereits erwahnt, in der Studie vorab freigegebene RUO Kassetten evaluiert wurden.
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Abbildung 3.7: Fehler bei der Identifizierung gramnegativer Bakterien aus monomikrobiellen
Blutkulturen durch die Testsysteme FilmArray®, ePlex® und Pheno® im Vergleich. Die
prozentualen Anteile beziehen sich auf die Gesamtheit der im Goldstandard identifizierten
grampositiven Bakterien, die im jeweiligen Testgerat Uberprift wurden (FilmArray®/ePlex®
n = 36, Pheno® n = 35). Der Terminus falsche Spezies bezieht sich auf Proben, bei denen der
Genus korrekt, aber die Spezies falsch identifiziert wurde. Tests, die kein Ergebnis lieferten,
setzen sich zusammen aus denen, welche nicht im Spektrum des betreffenden Testgerats
enthalten waren (,off-Panel“) und Tests, die keine Identifikation (ID), bei im jeweiligen

Keimspektrum erhaltenen Bakterium, lieferten.

3.2.2.2.8) Sensitivitat und Spezifitdt der Testsysteme bei gramnegativen,

monomikrobiellen Blutkulturen

Bei den gramnegativen, monomikrobiellen Blutkulturen erreichte die Sensitivitat des
FilmArray® 100 % auf Gattungs- wie auf Speziesebene in Bezug auf die im
Keimspektrum enthaltenen Bakterien. Das ePlex® erreichte hier gleichermalien knapp
97 % Sensitivitat, wobei einmal P. aeruginosa nicht erkannt wurde. Beim Pheno® lag
auf Gattungsebene eine Sensitivitat von 89 % und auf Speziesebene von 85 % vor.

Alle drei Testsysteme zeigten eine Spezifitat von 100 % innerhalb des jeweils
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abgedeckten Keimspektrums, sowohl auf Gattungs- als auch auf Speziesebene
(Tabelle 3.4).

Tabelle 3.4: Sensitivitat und Spezifitat der Testsysteme FilmArray®, ePlex® und Pheno® bei
der Identifizierung gramnegativer, monomikrobieller Blutkulturen. Es fand jeweils eine
Berechnung fir die Identifizierung auf Genus- und auf Speziesebene statt. Die absoluten
Zahlen zur Berechnung sind jeweils auf der rechten Seite aufgefuhrt. n[GS]: Anzahl aller im
Goldstandard identifizierten Bakterien; n [TP]: Anzahl der korrekt positiven, n [TN]: korrekt
negativen, n [FP]: falsch positiven und n [FN]: falsch negativen Identifizierungen durch das
betreffende Testsystem. Die Sensitivitdt konnte sowohl beziglich des im jeweiligen
Testsystems abgedeckten Keimspektrums als auch beziglich aller im Rahmen der Studie
Blutkulturen (BK)

angegeben werden. Dabei ist die aufgrund des Keimspektrums maximal erreichbare

vorgekommenen gramnegativen Bakterien aus monomikrobiellen

Sensitivitat jeweils in Klammern angegeben.

Cé;r:::]nseegba:::l: FilmArray® ePlex® Pheno® Keli?r):ssgkiﬂm FimArray® ePlex® Pheno®
n[alle Proben] 140 140 139
n [GS] 36 36 35 Sensitivitat 100% 96,9%  89,3%
n[TP] 30 31 25 Spezifitat 100% 100%  100%
n[TN] 110 108 111 Bezug auf alle
n [FP] 0 0 0 BK

I 83,3% 86,1% 71,4%
n [FN] 0 1 3 Sensitivitat (833%)  (88.9%) (80%)
Gramnegative | . v® ePlex® Pheno® . Do2U98Ul lo \ v® ePlex® Pheno®
Speziesebene Keimspektrum
n[alle Proben] 132 132 132
n [GS] 34 34 34 Sensitivitat 100% 96,6%  85%
n [TP] 27 28 17 Spezifitat 100% 100%  100%
n [TN] 105 105 112 Bezug auf alle
n [FP] 0 0 0 BK
n [FN] 0 1 3 Sensitivitat (;gj:ﬁ:) (ggg:ﬁ:) (5%(’);@))
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Hinsichtlich der Sensitivitat in Bezug auf samtliche in die Studie eingeschlossene
gramnegative Bakterien aus monomikrobiellen Blutkulturen, zeigte sich das ePlex®
den anderen Systemen gegenuber mit 86 % auf Gattung- und 82 % auf Speziesebene
Uberlegen (Tabelle 3.4). Das FilmArray® kam mit 83 % und 79 % allerdings sehr dicht
an die Sensitivitat des ePlex® heran. Die Sensitivitdt des Pheno® wurde in dieser

Kategorie mit 71 % auf Gattungs- und 50 % auf Speziesebene ermittelt (Tabelle 3.4).

3.2.3) Identifizierung von Pilzen aus monomikrobiellen Blutkulturen

Bei den insgesamt sechs in die vorliegende Studie eingeschlossenen Blutkulturen, aus
denen Pilze isoliert wurden, handelte es sich in allen Fallen um Hefepilze der Gruppe
Candida. C. albicans und C. glabrata machten mit jeweils zwei Isolaten insgesamt zwei
Drittel der identifizierten Pilze aus, wahrend C. parapsilosis und C. tropicalis in nur

jeweils einer Blutkultur vorlagen (Tabelle 3.5).

Sowohl das FilmArray® als auch das ePlex® erkannten alle eingeschlossenen Pilze
aus den Blutkulturen ohne Probleme, sodass bei allen Spezies die korrekte
Identifizierung vorlag (Oberhettinger et al., 2020) (Tabelle 3.5). Fehlidentifikationen
oder nicht im Keimspektrum enthaltene Pilzspezies wurden im Rahmen der Studie bei
den Pilzen nicht beobachtet. Daraus ergab sich hier flr beide Testsysteme eine
Sensitivitat von 100 %.

Tabelle 3.5: Identifizierte  Pilze aus  monomikrobiellen  Blutkulturen  durch
Goldstandarddiagnostik, FilmArray® und ePlex®. Angegeben sind jeweils die Anzahl n der
verschiedenen Spezies sowie bei den Schnelltestsystemen FilmArray® und ePlex® der

prozentuale Anteil an den im Goldstandard identifizierten Pilzen der jeweiligen Spezies.

D nach Goldstandard Goldstandard || Biofire FiImArrayf GenMark ePlex®
n n Yo n %
Candida albicans 2 2 100 2 100
Candida glabrata 2 2 100 2 100
Candida parapsilosis 1 1 100 1 100
Candida tropicalis 1 1 100 1 100
# erkannte Pilze 6 6 100 6 100
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3.2.4) Identifizierung bei polymikrobiellen Blutkulturen

Die Studie umfasste insgesamt acht Blutkulturen, welche sich im Grampraparat
zunachst als monomikrobielle Kulturen darstellten. Sechs dieser Blutkulturen wiesen
ein grampositives Farbeverhalten auf, die anderen zwei Blutkulturen zeigten initial ein
gramnegatives Farbeverhalten (Tabelle 3.6). Da diese Blutkulturen aufgrund des
zunachst vorliegenden Verdachtes auf eine monomikrobielle Blutkultur in den
Studiengeraten getestet wurden, fiel die Entscheidung auch diese Ergebnisse mit

auszuwerten und in dieser Arbeit darzustellen.

In den meisten Fallen (n =7) wurde in den betreffenden Blutkulturen das Vorliegen
einer weiteren Spezies nachgewiesen, in einer Blutkultur jedoch sogar insgesamt vier
Bakterienspezies. Das |dentifizierungsergebnis der zusatzlich angewachsenen Isolate
lag dabei in der Regel erst nach mehr als 48 Stunden ab Beginn der Bearbeitung der

positiv gemeldeten Blutkultur vor.

Die beiden im Grampraparat zunachst als gramnegativ befundeten Blutkulturen
BSK63 und BSK96 stellten sich im Verlauf als polymikrobielle Mischkulturen mit je
einer gramnegativen und einer grampositiven Spezies heraus (Tabelle 3.6). In der
Mischkultur BSK63 wurde im Rahmen der Goldstandarddiagnostik S. epidermidis und
ein Vertreter des Genus Klebsiella sicher identifiziert. Eine weitere Unterscheidung der
Klebsielle war in der massenspektrometrischen Analyse nur als B-Klassifikation mit
unsicherem Ergebnis bezlglich des Vorliegens von K. variicola oder K. pneumoniae
moglich. Die beiden Testsysteme ePlex® und FilmArray®, welche nur die
Speziesidentifizierung von K. pneumoniae, nicht aber K. variicola ermdoglichten,
erkannten im Testlauf jeweils K. pneumoniae. Das Pheno® lieferte Klebsiella sp. als
Ergebnis, was laut Herstellerangaben bei Vorliegen von K. pneumoniae oder
K. oxytoca ausgegeben wird. Im FilmArray® wurde der S. epidermidis im selben
Testlauf problemlos als Staphylococcus sp. ohne genauere Bezeichnung erkannt. Das
ePlex® erkannte auf der BCID-GN Kassette korrekterweise ein positives PAN-Target.
Gemal dem Studienprotokoll wurde dies allerdings, bei fehlender Kenntnis Uber das
tatsachliche Vorhandensein mehrerer Bakterien in der betreffenden Blutkultur zum
Zeitpunkt des vorliegenden ePlex® Testergebnisses, nicht weiter mit einem Test in der
BCID-GP Kassette verfolgt. Da das verwendete PhenoTest™ BC Kit keine
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grampositiven Bakterien abdeckte, konnte auch hier keine ldentifizierung des S.

epidermidis erwartet werden.

Tabelle 3.6: Identifizierungsergebnisse von FilmArray®, ePlex® und Pheno® bei
polymikrobiellen Blutkulturen im Vergleich zur Goldstandardmethode. Die Wahl der BCID-
Kassette beim ePlex® und die Testung im Pheno® fanden in Abhangigkeit vom initialen
Grampraparat (Gram-Prap.) statt. Korrekte Identifizierungen (ID) des Genus oder auf
Speziesebene durch die einzelnen Testsysteme sind mit ,v'* gekennzeichnet, ausgebliebene
Identifizierungen dagegen mit ,.%“. Nicht im Keimspektrum enthaltene Ergebnisse sind mit ,off-
p.“ bezeichnet. Ware eine Identifizierung auf der nicht getesteten Kassette im ePlex® (BCID-
GN/BCID-GP) moglich gewesen, wurde ,,off-p.“ in Klammern gesetzt. Bei BSK132 wurde das
PAN-Target (PAN) im ePlex® nicht positiv (pos.) erkannt, obwohl gramnegative Bakterien
vorlagen ([neg.]). In der BSK154 wurde im ePlex® S. constellatus als S. anginosus Gruppe
genauer eingegrenzt (v'), wobei eine ID auf Speziesebene aufgrund des Keimspektrums nicht

erreichbar war. B-klass.: MS-ID Ergebnis B-klassifiziert; neg.: negativ; N/A: Kein Test gelaufen.

Blutkult Goldstandard FimArray® IDs ePlex® IDs Pheno® IDs
utkuur IDs Kommentar || Genus [Spezies| Genus |Spezies| PAN| Genus |Spezies
Steptococcus vestibularis v off-p. v off-p.
BSK16 Streptococcus salivarius >4 d bis ID v off-p. v off-p.
Staphylococcus epidermidis |> 2 d bis ID v off-p. v v
Actinomyces odontolyticus  |> 10 d bis ID off-p. off-p.
e Staphylococcus hominis v off-p. v off-p.
Staphylococcus epidermidis |> 2 d bis ID v off-p. v v
) ) K. variicolal
e Klebsiella pneumoniae K. pneumoniae v v v v
B-klass.
Staphylococcus epidermidis v off-p. (off-p.)
e Proteus mirabilis Indol-Test ID v off-p. v | =
Streptococcus constellatus > 9 d bis ID x off-p. (off-p.)
e Staphylococcus hominis > 2d bis ID v off-p v off-p.
Staphylococcus epidermidis |> 2 d bis ID v off-p v v
e Staphylococcus epidermidis |> 2 d bis ID v off-p. v v
Rothia mucilaginosa > 2 d bis ID off-p. off-p.
BSK132 Fusobacterium nucleatum > 2 d bis ID off-p. off-p.
Dialister pneumosintens > 3 d bis ID off-p. off-p.
S Streptococcus parasangunis |> 2 d bis ID v off-p v off-p
Streptococcus constellatus  |> 2 d bis ID v off-p. v (V)
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Die polymikrobielle Blutkultur BSK96 enthielt primar das gramnegative Bakterium
Proteus mirabilis, welches bereits innerhalb von ca. 24 Stunden nach
Bearbeitungsbeginn im Rahmen der Routinediagnostik durch den Indoltest erkannt
wurde. Auch jedes der drei Testgerate erkannte einen Vertreter der Familie Proteus
im entsprechenden Testlauf (Tabelle 3.6). Beim FilmArray® war eine nahere
Unterscheidung der Spezies, bedingt durch das Keimspektrum, nicht mdglich. Das
ePlex® dagegen ware grundsatzlich in der Lage gewesen P. mirabilis zu erkennen.
Die Identifizierung auf Speziesebene gelang hier jedoch nicht. Zu dem
Identifizierungsergebnis Proteus sp. beim Pheno® konnte entweder das Vorliegen von
P. mirabilis oder Proteus vulgaris fuhren. Es lag demnach formal eine korrekte
Identifizierung auf Familienebene vor. Das grampositive Bakterium Streptococcus
constellatus wurde in der Routinediagnostik mittels MS nach mehr als neun Tagen
identifiziert. Beim FilmArray® hatte das Vorliegen eines Bakteriums des Genus
Streptokokkus erkannt werden kdnnen, ein solches Ergebnis lag jedoch nicht vor. Bei
den beiden anderen Systemen, ePlex® und Pheno®, verhielt es sich analog zu der
Blutkultur BSK63 (siehe oben).

Bei zwei der Blutkulturen wurden in der kulturbasierten Diagnostik S. epidermidis und
S. hominis erkannt (BSK33 und BSK96, Tabelle 3.6). Bei beiden wurde vom
FilmArray® der Genus Staphylokokkus erkannt. Eine nahere Differenzierung konnte
hier aufgrund der Limitierungen im Keimspektrum nicht erfolgen. Auch das Vorliegen
von mehr als einem Bakterium der Familie Staphylokokkus ging daher nicht aus dem
Ergebnis hervor. Die ePlex® BCID-GP Kassette ermdglichte die Identifizierung der
Spezies S. epidermidis, nicht jedoch von S. hominis. Als Ergebnis gab das ePlex® in
beiden Fallen das Vorliegen von Staphylococcus sp. und S. epidermidis aus. Dieses
Ergebnis liel3 keine Rickschllsse auf das Vorhandensein eines weiteren Bakteriums
der Familie Staphylokokkus zu, da im Falle einer monomikrobiellen S. epidermidis
Blutkultur das identische Ergebnis zu erwarten ware. Demzufolge ist das ePlex® hier
nur im Sinne einer l|dentifizierung der Spezies S. epidermidis gegenliber dem
FilmArray® Uberlegen. Analog dazu war dies bei der polymikrobiellen Blutkultur
BSK154 mit zwei verschiedenen Streptococcus sp. der Fall. Hier konnte das ePlex®
noch eine nahere Differenzierung von S. constellatus als Mitglied der S. anginosus

Gruppe liefern.
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In der polymikrobiellen Blutkultur BSK124 (Tabelle 3.6) wurde von den Testsystemen
jeweils der im Keimspektrum enthaltene Staphylokokkus (S. epidermidis) erkannt. Das
zusatzliche Vorhandensein von Rothia mucilaginosa konnte, wie bei fehlender

Spektrumabdeckung zu erwarten war, in keinem der Systeme detektiert werden.

Interessanterweise wurden in der polymikrobiellen Blutkultur BSK16 tatsachlich
sowohl vom ePlex® als auch vom FilmArray® das Vorliegen von mindestens zwei
Isolaten korrekt erkannt. Zusatzlich zum zuerst in der Goldstandarddiagnostik
identifizierten Streptococcus vestibularis, welcher von beiden Systemen nur auf
Familienebene erkannt werden konnte, identifizierten das ePlex® und das FilmArray®
auch ein Bakterium der Familie Staphylokokkus (Tabelle 3.6). Im ePlex® konnte dieser
auch korrekt auf Speziesebene als S. epidermidis erkannt werden. Da sowohl
S. vestibularis als auch Streptococcus salivarius in dieser Blutkultur vorlagen, jedoch
keiner davon auf Speziesebene durch eines der beiden Systeme abgedeckt war, lasst
sich anhand der Ergebnisse keine Aussage daruber treffen, ob S. vestibularis, S.
salivarius oder sogar beide erkannt wurden. Der zusatzlich nach zehn Tagen durch die
kulturbasierte Routinediagnostik identifizierte Actinomyces odontolyticus wurde weder
vom ePlex®, noch vom FilmArray® erkannt. Beide Systeme beinhalten dieses

Bakterium nicht im jeweiligen Keimspektrum des Tests.

In der rein gramnegativen polymikrobiellen Blutkultur BSK132 wurde im Goldstandard
mittels MS das Vorhandensein von Fusobacterium nucleatum und Dialister
pneumosintens nachgewiesen. Die ldentifizierungsergebnisse lagen nach mehr als 48
Stunden fur F. nucleatum und 72 Stunden fur D. pneumosintens vor. Das ePlex® und
das FilmArray® zeigten kein Ergebnis, da die beiden in Blutkulturen sehr selten
vorkommenden Bakterien im Keimspektrum beider Systeme nicht vorhanden waren.
Im Pheno® fand kein Test statt, da die Blutkultur im urspringlichen Grampraparat als
positiv beurteilt wurde. Auch beim ePlex® wurde aufgrund dessen die BCID-GP
Kassette verwendet. Auffallig war dabei, dass das PAN-Target negativ blieb
(Oberhettinger et al., 2020) (Tabelle 3.6).
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3.3) Antibiotikasuszeptibilitat bei positiven Blutkulturen

3.3.1) Oxacillinresistenz bei Staphylokokken

Die beiden evaluierten Gerate FilmArray® und ePlex® boten bei grampositiven
Bakterien die Mdglichkeit, ein potenziell vorhandenes mecA Gen bei in der Blutkultur
vorliegenden Bakterien zu erkennen, welches wie diverse andere Gene des
mec-Clusters als Hinweis auf eine Oxacillinresistenz dienen kann. Das ePlex®
beinhaltete ebenfalls die Mdglichkeit das mecC Gen zu detektieren. Dieses wurde

jedoch im Rahmen der Studie in keiner der Blutkulturen nachgewiesen.

Bei den 71 Staphylokokken aus monomikrobiellen Blutkulturen wurde in knapp Uber
der Halfte (n=38) eine Oxacillinresistenz nachgewiesen. Wahrend im
Studienzeitraum kein S. aureus mit Oxacillinresistenz auftrat, fand sich beim
uberwiegenden Anteil der CoNS eine Resistenz gegenuber Oxacillin (Tabelle 3.7).
Insbesondere bei S. haemolyticus und S. hominis zeigte sich ein Groldteil der Isolate

resistent.

Die ,in house“ mecA PCR wurde im Rahmen der Routinediagnostik bereits am UKT
angewendet. Sie wurde hier als zusatzliche Referenz zur PCR-basierten Bestimmung
durch das FilmArray® und ePlex® System herangezogen. Bedingt durch die
Laboréffnungszeiten und den diagnostischen Algorithmus konnte bei funf Isolaten
keine ,in house“ PCR durchgefuhrt werden (Oberhettinger et al., 2020) (siehe Tabelle
3.7). Bei allen Oxacillin-sensiblen S. aureus wurde in keinem PCR-basierten System
ein mecA Gen nachgewiesen (Tabelle 3.7). Dies galt auch fir die CoNS, sodass
festgehalten werden kann, dass bei allen Oxacillin-sensiblen Staphylokokken in

keinem der Systeme ein mecA Gen nachgewiesen wurde (siehe Tabelle 3.7).

In einer Blutkultur, die den Nachweis von S. hominis ergab, wurde bei vorliegender
Oxacillinresistenz durch alle drei PCR-basierten Vergleichstests kein mecA Gen
detektiert. Das FilmArray® System erkannte zudem bei einer Blutkultur mit Oxacillin-
resistentem S. epidermidis kein mecA Gen. Die ,in house“ PCR und auch das ePlex®
dagegen erkannten hier das mecA Gen (Oberhettinger et al., 2020). Keine Aussage

Uber das Vorliegen eines mecA Genes konnte bei den beiden Testgeraten FilmArray®
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und ePlex® in jeweils einer Blutkultur bei fehlender Identifizierung getroffen werden
(Tabelle 3.7).

Tabelle 3.7: Oxacillinresistenz und mecA Ergebnisse bei Staphylokokken aus
monomikrobiellen Blutkulturen. Die Aufteilung der einzelnen Gruppen und Spezies erfolgte
anhand der Interpretation der Oxacillin (OXA)-MHK im VITEK2®. Die Anzahl (n) der positiven
(+) und negativen (-) Ergebnisse fir mecA und mecC in den jeweiligen Testmodalitaten sind
dem OXA-Status gegenubergestellt. Auffallige Ergebnisse sind fett gedruckt. Die negativen
Ergebnisse fiir mecA bei der ,in house PCR, FilmArray® und ePlex® wurden beim selben

OXA-resistenten S. hominis beobachtet. CoONS: Koagulase negative Staphylokokken.

Staphylococcus sp. n Plth Z;jes: 2 Fllzﬁr::@ en:::c)ft\@ e’:::cxé@
(n=71) (VITEK®)
nH[nE|n®H[nE[n#H[nE|[nE[ne)
S. aureus 18 18 18 18 18
OXA resistent of o 0 0 0 0 0 0 0
OXA sensibel 18| O 18 0 18 0 18 0 18
| CoNS 53 48 52 52 52 ]
OXA resistent 38[ 33 1 35 2 36 1 0 37
OXA sensibel 15 O 14 0 15 0 15 0 15
S. epidermidis 35 33 35 35 35
OXA resistent 24 23 0 23 1 24 0 0 24
OXA sensibel 11 O 10 0 11 0 11 0 11
S. haemolyticus 8 7 8 7 7
OXA resistent 7| 6 0 7 0 6 0 0 6
OXA sensibel 1 O 1 0 1 0 1 0 1
S. hominis 6 4 6 6 6
OXA resistent 5 2 1 4 1 4 1 0 5
OXA sensibel 1 O 1 0 1 0 1 0 1
S. warneri 2 2 1 2 2
OXA resistent 1 1 0 0 0 1 0 0 1
OXA sensibel 1 O 1 0 1 0 1 0 1
S. capitis 2 2 2 2 2
OXA resistent 19 1 0 1 0 1 0 0 1
OXA sensibel 1 O 1 0 1 0 1 0 1
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Auch bei den polymikrobiellen Blutkulturen, die Staphylokokken enthielten, korrelierte
der Nachweis des mecA Genes im FilmArray® und im ePlex® stark mit dem Vorliegen
einer Oxacillinresistenz (Tabelle 3.8). Allerdings kdnnen beide Systeme bei zwei oder
mehr unterschiedlichen Staphylokokkenspezies in einer Probe technisch bedingt keine
Differenzierung zwischen den Spezies bezlglich inres mecA Status liefern. Dies wurde
bei einer der getesteten polymikrobiellen Blutkulturen, die den Nachweis von
S. hominis und S. epidermidis erbrachte, deutlich (Tabelle 3.8 — Blutkultur BSK98). In
der diagnostischen Routine wird aus Mischkulturen keine ,in house” PCR fur das
Vorliegen des mecA Genes durchgefiuihrt, sodass hier bei der Uberwiegenden

Mehrzahl der Proben kein Ergebnis fur die “in-house” PCR vorliegt.

Tabelle 3.8: Oxacillinsuszeptibilitat im VITEK®/E-Test bei Staphylokokken aus
polymikrobiellen Blutkulturen. Ergebnisse der ,n house* mecA PCR und ePlex®,
beziehungsweise FilmArray® mecA Status in Gegenlberstellung mit den Ergebnissen der
phanotypischen Resistenztestung des VITEK®/E-Tests, welche als Goldstandard in dieser
Studie definiert waren. Auffallige Ergebnisse sind fett gedruckt. (+): positives Ergebnis; (-):

negatives Ergebnis; N/A: nicht durchgefiihrt; MIC: Minimale inhibitorische Konzentration.

Oxacillin mecA
4 A - taphylococcus — |"in house"|_

Sp- MIC [Interpretation PCR FilmArray®| ePlex®
=IGIEZ S, epidermidis 24 [resistent N/A (+) (+)
=RIERE N S, hominis <0,25 |sensitiv N/A (-) (-)
ERICEDZ S, epidermidis N/A |sensitiv N/A (-) (-)
=GR S, epidermidis >4 |resistent N/A (+) N/A
=RICLEEE S, hominis 2 |resistent N/A (+) (+)
=S CREZE S, epidermidis <0,25 |sensitiv N/A (+) (+)
BSK124=1" BY=J g/ <0,25 [sensitiv (-) (-) (-)

3.3.2) Vancomycinresistenz bei Enterokokken

Im Falle der Identifizierung von Bakterien der Familie Enterokokkus in einer positiven
Blutkultur, wurde beim ePlex® und beim FilmArray® zusatzlich das Vorhandensein

des vanA und vanB Genes, als Hinweis auf eine potenzielle Vancomycinresistenz,
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getestet. Wahrend das ePlex® System bei der Ausgabe der Ergebnisse zwischen dem
Vorliegen von vanA und vanB differenzierte, fasste die Ausgabesoftware des

FilmArray® beide Gene unter der Bezeichnung vanA/B zusammen.

Insgesamt zeigte einer der neun Enterokokken, die im Studienzeitraum identifiziert
wurden, im VITEK® eine Resistenz gegenuber Vancomycin und war daher als VRE
einzustufen. Das betreffende Bakterium gehorte der Spezies E. faecium an. Beim
FilmArray® wurde in dieser Blutkultur vanA/B erkannt. Im ePlex® konnte das Vorliegen
von vanB in dieser Blutkultur nachgewiesen werden, vanA dagegen nicht (Tabelle 3.9,
Anhang-Tabelle 3). In samtlichen acht Blutkulturen, in denen der diagnostische
Goldstandard Vancomycin-sensible Enterokokken identifizierte, zeigten das
FilmArray® und das ePlex® durchweg ein dazu passendes negatives Ergebnis in den
vanA/B-Tests. Die seitens der Routinediagnostik durchgefuhrte vanA und vanB PCR
korrelierten dabei gleichfalls mit den Ergebnissen der Goldstandard-AST flr
Vancomycin (Oberhettinger et al., 2020). Polymikrobielle Blutkulturen mit Nachweis

von Enterokokken lagen nicht vor.

Tabelle 3.9: Vancomycinresistenz und vanA/B Status bei Enterokokken aus monomikrobiellen
Blutkulturen. Die Aufteilung der einzelnen Gruppen und Spezies erfolgte anhand der
Interpretation der phanotypischen, kulturbasierten Vancomycin (VANCO)-MHK aus dem
VITEK2®. Die Anzahl (n) der positiven (+) und negativen (-) Ergebnisse flir vanA und vanB in

den jeweiligen Testmodalitaten sind dem VANCO-Status gegenubergestellt.

"in house” | "in house" | FilmArray® | ePlex® ePlex®
Enterococcus sp. | = N | pcR vanA | PCRvanB | vana/B vanA vanB
(n=9) (VITEK®)
n#nE|nH[nE|nH[nE|nH[nE|nEH[nE
E. faecalis 5 5 5 5 5 5
VANCO resistent o O 0 0 0 0 0 0 0 0 0
VANCO sensibel 5/ 0 5 0 5 0 5 0 5 0 5
E. faecium 4 4 4 4 4 4
VANCO resistent 1 O 1 1 0 1 0 0 1 1 0
VANCO sensibel 3 O 3 0 3 0 3 0 3 0 3
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3.3.3) Antibiotikasuszeptibilitat bei gramnegativen Bakterien

Wahrend das FilmArray® BCID Panel bei allen Enterobacterales sowie A. baumanii
und P. aeruginosa das Vorhandensein von KPC als wichtigen Marker flr eine
Carbapenemresistenz pruft, stellt die ePlex® BCID-GN Kassette die Testung des
wichtigen ESBL-Gen-Clusters CTX-M zusatzlich zu einigen Carbapenemasen bereit.
Diese umfassen sowohl KPC als auch NDM, VIM, IMP und OXA. Die 4 zuletzt
genannten Carbapenemasen wurden vom ePlex® bei keinem der Studienisolate
detektiert.

3.3.3.1) KPC-Gen Screening und Carbapenemresistenz

Insgesamt konnten bei zwei Isolaten Resistenzen gegenlber jeweils einem
Carbapenem nachgewiesen werden. Das erste Isolat war ein P. aeruginosa, bei dem
eine Resistenz gegenuber Imipenem in der phanotypischen Resistenztestung
festgestellt wurde. Das zweite Isolat war ein Bacteroides fragilis, der eine Resistenz
gegenuber Meropenem aufwies, wobei jedoch keine Identifizierung durch die
Testsysteme vorlag (Anhang-Tabelle 1). Die Tabelle 3.10 gibt einen Uberblick (iber die
Ergebnisse der phanotypischen Resistenztestung bei Carbapenemen. Keines der
vorliegenden Resistenzmuster gab Anhalt flr das Vorliegen einer KPC-vermittelten
Resistenz, was vereinbar mit den negativen Ergebnissen im FilmArray® und ePlex®
System war (Oberhettinger et al., 2020) (Tabelle 3.10). Die Auswahl der getesteten
Carbapeneme in der Routinediagnostik ergab sich zum einen durch die
Erregeridentifikation, zum anderen aus vorliegenden Ko-Resistenzen. So wird
beispielsweise Ertapenem bei P. aeruginosa nicht getestet, da eine intrinsische
Resistenz vorliegt. Liegt dagegen zum Beispiel bei E. coli eine Resistenz gegenlber

3-GC vor, so umfasst die erweiterte Resistenztestung Ertapenem.

Eine ausfuhrliche Auflistung der Ergebnisse ist in Anhang-Tabelle 1 zu finden.
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Tabelle 3.10: Carbapenemresistenzen und KPC-Gen-Status im FilmArray® und ePlex®
System bei gramnegativen Bakterien. Betreffende Gruppen und Spezies sind anhand der
Interpretation der Carbapenem (CBP)-AST aus der Goldstandardmethode VITEK2®, E-Test
oder Agardiffussion aufgeteilt. Die getesteten Cabapeneme Meropenem (MEM), Imipenem
(IPM) und Ertapenem (ETP) sind zusatzlich aufgeschlisselt. Die Anzahl (n) der positiven (+)
und negativen (-) Ergebnisse fur KPC im FilmArray® und ePlex® sind dem CBP-Status
gegenubergestellt. Auffallige Ergebnisse sind fett gedruckt. Bei gramnegativen (GN)
Anaerobiern und H. influenzae wurden keine Carbapenemasen getestet. Details sind der

Anhang-Tabelle 1 zu entnehmen. n(GS) = Gesamtanzahl.

Carbapeneme | FilmArray® KPC | ePlex® KPC
MEM | IPM | ETP | n(#+) | n(9 | n(#) | n()

GN Bakterien (n=32) [ n (GS)

Enterobacterales 27 27 24 6 27 27
CBP resistent o o 0 0 0 0 0 0
CBP sensibel 27| 27 24 6 0 27 0 27

Nonfermenter

_ 2 2 2 0 2 1
P. aerugionsa

CBP resistent 1 0 1 0 0 1 0 0
CBP sensibel 1 2 1 0 0 1 0

3.3.3.2) CTX-M-Gen Screening, ESBL und Cephalosporinresistenz

Das ePlex® BCID-GN beinhaltet den Test auf das Vorhandensein einer -Laktamase
mit breitem Wirkspektrum (ESBL) vom Typ CTX-M. Diese sind bei Enterobacterales
weit verbreitet und fihren hier unter anderem zu einer verminderten Empfindlichkeit
gegenuber 3-GC. Der Vergleich des Nachweises von CTX-M mit dem in der
Goldstandardmethode untersuchten Cephalosporinsuszeptibilitadten fur Cefepim (4-
GC) und Ceftazidim (3-GC) erbrachte vielversprechende Ergebnisse. Von den 32
ausgewerteten monomikrobiellen Blutkulturen mit gramnegativen Bakterien waren 27
Enterobacterales und 2 Pseudomonaden fur das CTX-M Screening relevant.
Insgesamt wiesen 26 Isolate keine klaren Resistenzen gegenuber den betreffenden

Cephalosporinen auf. Bei diesen allen fehlte auch beim ePlex® der Nachweis eines
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Tabelle 3.11: Cephalosporinsuszeptibilitdt und ESBL-Status im Vergleich mit dem CTX-M-
Ergebnis im ePlex® bei gramnegativen Bakterien. Ausgewertet wurden nach dem
Cephalosporin der 3. Generation (3-GC) Ceftazidim (CAZ) und dem Cephalosporin der 4.
Generation (4-GC) Cefepim (FEP), welche nach VITEK®, E-Test oder Agardiffusion den
Goldstandard darstellten. Ein nach EUCAST intermediares Resistenzverhalten wurde, sofern
bei keinem der anderen 3/4-GC ein resistentes Verhalten vorlag, als sensibel gezahlt. Die
Wertung von intermedidrem Verhalten als resistent dagegen wurde durch n* markiert. Die
Anzahl (n) der positiven (+) und negativen (-) Ergebnisse fir CTX-M im ePlex® sind dem
3/4-GC-Status gegenlbergestellt. Zudem sind Ergebnisse des teilweise durchgeflhrten
Agardiffusions Test fir ESBL gezeigt. Bei gramnegativen Anaerobiern und H. influenzae

wurde nicht nach CTX-M gepriift. Details sind der Anhang-Tabelle 2 zu enthnehmen. n(GS) =

Gesamtanzahl.
GN Bakterien (n = 32) | n (GS) 3/4-GC ESBL-Status | ePlex® CTX-M
CAZ | FEP n (+) n(-) n (+) n(-)
Enterobacterales 27 27 27 6 27
3/4-GC resistent 3] 3 3 3 0 3 0
3/4-GC sensibel 241 24 24 0 3 0 24
E. coli 16 16 16 5 16
3/4-GC resistent 2| 2 2 2 0 2 0
3/4-GC sensibel 14] 14 14 0 3 0 14
Enterobacter sp. 3 3 3 0 3
3/4-GC resistent O O 0 0 0 0 0
3/4-GC sensibel 3] 3 3 0 0 0 3
Klebsiella sp. 6 6 6 1 6
3/4-GC resistent 1 1 1* 1 0 1 0
3/4-GC sensibel 5] 5 5 0 0 0 5
S. marcescens 2 2 2 0 2
3/4-GC resistent o O 0 0 0 0 0
3/4-GC sensibel 2l 2 2 0 0 0 2
Nonferment.er 5 5 5 0 1
P. aerugionsa
3/4-GC resistent o O 0 0 0 0
3/4-GC sensibel 2| 2 2 0 0 0 1

CTX-M-Genes, ein Bakterium (P. aeruginosa) wurde jedoch nicht erkannt (Vergleich
Tabelle 3.11). Bei B. fragilis und H. influenzae fand sowohl in der Routinediagnostik

als auch im ePlex® kein Test auf die ESBL-Gene beziehungsweise die relevanten
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Cephalosporine statt, da hier in der Regel andere Resistenzmechanismen und
intrinsische Resistenzen vorkommen. Zwei E. coli wiesen gegenuber allen getesteten
Cephalosporinen Resistenzen auf. Bei den entsprechenden Blutkulturen wurden im
ePlex® passenderweise CTX-M-positive E. coli erkannt (siehe Tabelle 3.11). Bei einer
Blutkultur, die den Nachweis von K. pneumoniae erbrachte, wurde eine Resistenz
gegenuber Ceftazidim im VITEK® erkannt, gegenuber Cefepim zeigte das Bakterium
ein intermediares Resistenzverhalten nach EUCAST. In dieser Blutkultur erkannte das
ePlex® System das Vorhandensein eines CTX-M-positiven K. pneumoniae
(Oberhettinger et al., 2020).

Des Weiteren standen etablierte Methoden fur die Detektion eines ESBL-Status durch
Agardiffusion zur Verfugung. Die Ergebnisse des ESBL-Tests waren in allen sechs
Fallen, in denen der Test durchgeflhrt wurde, entsprechend dem CTX-M-Testergebnis

des ePlex® Systems (Anhang-Tabelle 2).

Bei einem weiteren E. coli wurde bei sensiblem Verhalten gegeniber Cefepim, ein
intermediares Resistenzverhalten gegenuber Ceftazidim im VITEK® erkannt. Bei
diesem Bakterium wurde jedoch weder ein positiver ESBL-Status noch das CTX-M-
Gen durch das ePlex® detektiert.

3.3.3.3) Resistenztestung im Accelerate Pheno®

Da das Pheno® System in der Lage war, die erkannten gramnegativen Bakterien auf
deren in vitro Suszeptibilitat zu testen und dabei sogar die entsprechenden MHK/MIC
ausgab, konnten hier detaillierte Vergleiche mit den Ergebnissen aus der
Goldstandardmethode VITEK® 2 AST stattfinden. Diese sind im Folgenden

beschrieben.

Das vom Pheno® generierte Antibiogramm ist nicht komplett deckungsgleich mit der
Auswahl an Antibiotika, die regelmaRig in der Routinediagnostik getestet wurden.
Daher standen fur die folgenden Antibiotika Messergebnisse aus beiden Ansatzen zur
Verflugung: Sulbactam-Ampicillin, Piperacillin-Tazobactam, Cefepim, Ceftazidim,
Meropenem, Gentamicin, Tobramycin und Ciprofloxacin. Die Suszeptibilitat fur

Amikacin und Ertapenem wurde in der Routinediagnostik nur in seltenen Fallen per
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zusatzlichem Testverfahren geprift, sodass fir diese Substanzen keine quantitativen

Aussagen zu treffen waren.

Bei 188 Messpunkten des VITEK® stimmten in 175 Fallen (93 %) die kategorische
Resistenzinterpretation (S/I/R) mit den Ergebnissen des Pheno® uberein. Bei
insgesamt 13 (7 %) Suszeptibilitatstestungen wurden unterschiedliche Ergebnisse
erzielt, wovon vier (2,1 %) als geringe Fehler, sechs (3,2 %) als schwerwiegende
Fehler und drei (1,6 %) als sehr schwerwiegender Fehler beurteilt wurden. Eine

detaillierte Darstellung der einzelnen Fehler ist in Tabelle 3.12 aufgefuhrt.

Bei Sulbactam-Ampicillin konnten insgesamt 14 Antibiogramme verglichen werden, da
lediglich bei E. coli im Accelerate Pheno® eine Testung erfolgte. Nur bei einer der
betreffenden Blutkulturen (7 %) trat eine Diskrepanz im Sinne eines schwerwiegenden
Fehlers auf, alle anderen stimmten in der Kategorie Uberein (vgl. Tabelle 3.12 und
Abbildung 3.8).

Fur alle anderen Antibiotika konnten je 25 vergleichbare Antibiogramme ausgewertet
werden, mit Ausnahme von Tobramycin, bei dem die VITEK® AST einer Blutkultur mit
S. marcescens nicht vorlag (Abbildung 3.8, Anhang-Tabelle 3). Meropenem und
Ciprofloxacin stellten sich mit keinerlei Diskrepanzen in der Kategorie-
Ubereinstimmung als zuverlassigste Tests im Pheno® dar. Insgesamt wurden bei
Cefepim mit 84 % Ubereinstimmung in der Kategorie die meisten Abweichungen im
Pheno® gegenuber dem VITEK® gefunden. Allerdings waren drei der insgesamt vier
Fehler als geringe Fehler zu werten. Beim Antibiogramm einer Blutkultur mit
K. pneumoniae wurde zudem im anschlieRend durchgeflhrten E-Test das Kategorie-
Ergebnis des Pheno® bestatigt. Die im E-Test bestimmte MIC lag allerdings naher an
der MIC des VITEK® (siehe Tabelle 3.12).

Der einzige sehr schwerwiegende Fehler wurde bei der AST einer mit E. coli
identifizierten Blutkultur gegenlber Piperacillin-Tazobactam gefunden. Jedoch
bestatigte sich auch hier im nachtraglich durchgefiuhrten E-Test das Ergebnis des
Pheno®. Des Weiteren zeigte das Pheno® bei einem P. aeruginosa hinsichtlich
Piperacillin-Tazobactam einen schwerwiegenden Fehler, welcher im E-Test bestatigt
wurde. Ein geringer Fehler hingegen konnte im E-Test ebenfalls nicht bestatigt werden
(Tabelle 3.12). Es handelte sich dabei um dieselbe mit K. pneumoniae identifizierte
Blutkultur, die bei Cefepim mit einem Konflikt im E-Test auffiel. Ein weiteres Ergebnis

dieser Art wurde noch bei einem geringen Fehler in der Suszeptibilitatstestung einer
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Blutkultur mit E. coli bezlglich Gentamicin beobachtet (Tabelle 3.12 und Anhang-
Tabelle 3).
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Abbildung 3.8: Antibiotikabezogene Ubereinstimmung der Resistenzkategorie bei VITEK® und
Pheno®. Fir die ausgewerteten AST Vergleiche sind jeweils die Gesamtanzahl der
vergleichbaren Ergebnisse zwischen VITEK® und Pheno® [n(gesamt)], sowie die Anzahl der
in der Kategorie (Sensibel [S]/Intermediar [I]/Resistent [R]) Ubereinstimmenden Ergebnisse
(CA pos = ,Category Agreement® Ubereinstimmend) und abweichenden Ergebnisse (CA neg
= ,Category Agreement® diskrepant), gezeigt. Die abweichenden Ergebnisse sind des
Weiteren aufgrund der Beurteilung des jeweiligen Fehlers aufgeschlisselt, der Klassifikation
nach Thornsberry (Thornsberry et al., 1980) folgend: (+) = geringer Fehler [S<->I/I<->R], (++)
= schwerwiegender Fehler [R statt S], (+++) = sehr schwerwiegender Fehler [S statt R]. Das
Ergebnis im VITEK® stellt dabei den Goldstandard dar. Diskrepante Ergebnisse, die in der E-
Test-Kontrolle nicht bestatigt wurden, sind in dieser Darstellung nicht berticksichtigt. Nahere
Informationen hierzu sind der Tabelle 3.12 zu entnehmen. SAM: Sulbactam-Ampicillin; TZP:
Piperacillin-Tazobactam; FEP: Cefepim; CAZ: Ceftazidim; MEM: Meropenem; GEN:

Gentamicin; TOB: Tobramycin; CIP: Ciprofloxacin.

Bei 36 % (n = 9) der 25 Blutkulturen trat mindestens ein Fehler im Vergleich Pheno®

gegenuber VITEK® auf. Vernachlassigt man allerdings Ergebnisse des VITEK®, die
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im E-Test nicht bestatigt werden konnten, waren es noch 24 % (n = 6) der Blutkulturen.
Mit mindestens einem schwerwiegenden Fehler im Antibiogramm zeigten sich primar
20 % (n = 5) der untersuchten Blutkulturen, nach E-Test Kontrolle machten diese noch
16 % (n=4) aus. Die eine Blutkultur mit einem sehr schwerwiegenden Fehler
entsprach 4 % (n = 1) der verglichenen Blutkulturen, jedoch wurde dieser Fehler im

E-Test nicht bestatigt (siehe oben).

Tabelle 3.12: Diskrepante Ergebnisse der Suszeptibilitdtstestungen im VITEK® und Pheno®.
Die Auflistung ist geordnet nach dem betreffenden Antibiotikum (SAM: Sulbactam-Ampicillin,
TZP: Piperacillin-Tazobactam, FEP: Cefepim, CAZ: Ceftazidim, GEN: Gentamicin, TOB:
Tobramycin) und dem aus der Blutkultur identifizierten Bakterium (ID). Die Beurteilung der
Schwere des Fehlers erfolgte nach Thornsberry (Thornsberry et al., 1980): (+) = geringer
Fehler [S<->l/I<->R], (++) = schwerwiegender Fehler [R statt S], (+++) = sehr
schwerwiegender Fehler [S statt R]. Das VITEK®-Ergebniss als Goldstandard (Goldstnd.) im
Vergleich wurde mittels E-Test beurteilt. Sofern die Suszeptibilitatskategorie des E-Tests nicht
mit dem Ergebnis des VITEK® Ubereinstimmte, wurde dies als Konflikt angegeben und der
entsprechende Fall grau hinterlegt. MIC: Minimale Inhibitorische Konzentration; S = Sensitiv;

| = Intermediar; R = Resistent.

VITEK® Pheno® E-Test | Goldstnd.
AB [ n ID Fehler .
MIC | SIWR| MIC | SIIR MIC | S//R|Beurteilung
SAM| 1 |E. coli 3| S 16| R | (++) 4 S OK
E. coli 2128| R 8| S |(+++) 8 S Konflikt
TZP | 3 |K. pneumoniae 16| | <4| S (+) 6] S Konflikt
P. aeruginosa <4| S 264 R | (++4) 11 S OK
E. coli <1 S I (+) |1 0,06 S OK
E. coli <2| S I (+) 10,05/ S OK
FEP| 4
K. pneumoniae 2l | 232 R (+) 6] R Konflikt
P. aeruginosa <1 S 16| R | (++) |1 0,75 S OK
CAZ| 1 |[P. aeruginosa <1 S 264 R | (+4) 11 S OK
E. coli 4| | 2| S (+) 1,5 S Konflikt
GEN| 2
S. marcescens 1 S 8 R | (++)] 05 S OK
K. pneumoniae 8 R 4| | (+) 12| R OK
TOB| 2
E. coli <1| S 8| R | (++) 2| S OK
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Mit insgesamt drei im E-Test bestatigten, schwerwiegenden Fehlern bei der AST-
Bestimmung von Piperacillin-Tazobactam, Cefepim und Ceftazidim, traten beim
Nachweis von P. aeruginosa in der Blutkultur am haufigsten schwerwiegende Fehler

auf. Allerdings handelte es sich nur um ein Isolat, bei dem diese Fehler beobachtet

wurden.
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3.4) Zeitliche Aspekte der Blutkulturdiagnostik

3.4.1) Dauer der Identifizierung — Vergleich der Methoden

FUr die Berechnung der ldentifizierungszeit lagen bei insgesamt 137 Isolaten (97
grampositive Bakterien, 34 gramnegative Bakterien, 6 Pilze) aus monomikrobiellen
Blutkulturen entsprechende Daten aus der Routinediagnostik vor. Diese wurden mit
den Zeiten verglichen, die von den Schnelltestsystemen zur Identifizierung bendtigt

wurden.

Die ermittelten Zeitspannen bis zur ldentifizierung der Bakterien und Pilze aus
positiven Blutkulturen unterschieden sich sehr deutlich zwischen den kulturbasierten
Methoden der Routinediagnostik (Goldstandard) und den direkt aus der Blutkultur

durchgeflhrten molekularen Methoden.

Identifizierungsergebnisse aus MS, VITEK® und den serologischen Tests lagen in der
Gesamtheit aller im Rahmen der Studie ausgewerteten monomikrobiellen Blutkulturen
nach durchschnittlich 32 Stunden vor (Abbildung 3.9). Dabei war bei einer Blutkultur
das Ergebnis K. pneumoniae bereits nach vier Stunden eingetragen. Das Ergebnis
einiger Blutkulturen mit S. aureus lag bereits nach funf bis sechs Stunden vor.
Zwischen sechs und zehn Stunden nach Bearbeitungsbeginn waren vereinzelt
Ergebnisse der Identifizierung von gramnegativen Bakterien wie E. coli und
K. pneumoniae verfugbar. Einige weitere Staphylokokken, sowie ein Streptokokkus
waren noch vor Ablauf von 24 Stunden identifiziert. Fir den Grolteil der Isolate (57 %;
n = 78) lag eine ldentifizierung zwischen 24 und 48 Stunden nach Bearbeitungsbeginn
vor (Abbildung 3.9). In diesem Zeitfenster waren auch das ldentifizierungsergebnis
samtlicher Pilze verfugbar. Mehr als 48 Stunden musste man auf ein Ergebnis bei
einzelnen, eher seltenen und oftmals erst via universeller PCR erfolgreich
zugeordneten Bakterien warten (15 %; n=21). Dazu gehdrten unter anderem P.
acnes, Actynomyceten, B. fragilis, Atopobium parvulum und Capnocytophagna
canimorsus. Auch ein E. coli, einzelne Vertreter der S. epidermidis Gruppe und ein
Streptokokkus der S. anginosus Gruppe wurden erst nach mehr als 48 Stunden

identifiziert.
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Hingegen lagen alle Ergebnisse beim FilmArray® bereits nach knapp Uber einer
Stunde vor. Das ePlex® und der Pheno® lieferten ihre Identifizierungsergebnisse nach
knapp uUber 1,5 Stunden, wobei das eingeschrankte Spektrum an nachweisbaren
Erregern bei allen molekular basierten Identifikationsmethoden bericksichtigt werden
muss. Die individuelle Abweichung bei allen Geraten lag im Bereich weniger Minuten,

die ,Hands-on-time“ miteinbezogen.

Bis zum Vorliegen der Identifizierungsergebnisse polymikrobieller Blutkulturen dauerte
es, mit durchschnittlich knapp 70 Stunden, mehr als doppelt so lang als bei den
monomikrobiellen Blutkulturen. Grinde hierfur konnten zusatzlich notwendige
Subkulturen und eine starke Diskrepanz in der vorhandenen Menge der verschiedenen

Bakterien in der Blutkulturflasche darstellen.
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Abbildung 3.9: Vergleich und Verteilung der Dauer bis zum Vorliegen von
Identifizierungsergebnissen bei ePlex®, FilmArray®, Pheno® und Routinediagnostik bei
monomikrobiellen Blutkulturen (n = 137). In der Grafik ist auf der x-Achse die bendtigte Zeit
bis zum Identifizierungsergebnis in vollendeten Stunden dargestellt. Es sind nur Zeiten
gezeigt, bei denen Ergebnisse vorlagen, die x-Achse ist daher nicht kontinuierlich. Die y-Achse
links bezieht sich auf die Anzahl der Ergebnisse bei ePlex®, FilmArray®, und Pheno®. Analog
dazu sind Ergebnisse der Routinediagnostik auf der rechten y-Achse (in blau dargestellt)
abzulesen. Bei besonders kurzen und besonders langen Zeiten sind weitere Informationen

zum Bakterium und ggf. der Identifizierungsmethode angegeben.
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3.4.2) Dauer der antimikrobiellen Suszeptibilitatstestung

3.4.2.1) AST-Dauer bei Accelerate Pheno® und kulturbasierten Methoden

Eine direkte Vergleichbarkeit von Ergebnissen der AST-Testung lag im Rahmen der
Studie nur bei gramnegativen Bakterien vor, die auch vom Pheno® erkannt wurden.
Insgesamt konnten 25 Proben, bei denen AST-Ergebnisse durch das Pheno®
vorlagen, in die Auswertung mit einbezogen werden (Abbildung 3.10). Das
Endergebnis inklusive ermitteltem Antibiogramm des Pheno® lag im Durchschnitt nach
sechs Stunden und 50 Minuten vor. Die dokumentierten Schwankungen befanden sich
dabei zwischen 404 Minuten (6 h 44 min) und 420 Minuten (7 h). Bei einer gro3zugig
bemessenen ,Hands-on-time“ von zwei Minuten kann somit eine durchschnittliche
Dauer von um die sieben Stunden als Richtwert gesetzt werden. Bei allen 31
monomikrobiellen Blutkulturen mit gramnegativen Bakterien, von denen der Zeitpunkt
des Vorliegens eines endglltigen AST-Ergebnisses aus der Routinediagnostik
ermittelt werden konnte, wurden Bearbeitungszeiten berechnet (Abbildung 3.10). Nur
bei einer Blutkultur wurde ein Ergebnis friher als 20 Stunden nach
Bearbeitungsbeginn erfasst. Dabei handelte es sich um das Antibiogramm eines E.
coli, das bereits nach neun Stunden vorlag. Knapp die Halfte der Ergebnisse (n = 14;
44 %) der Suszeptibilitatstestung durch die kulturbasierte Routinediagnostik lagen im
Zeitraum zwischen 20 und 40 Stunden vor. Nach 48 und 49 Stunden konnten
nochmals eine groRe Anzahl an AST-Ergebnissen ermittelt werden (n = 11; 35,5 %;
Abbildung 3.10). Das Antibiogramm eines E. coli lag erst nach Uber drei Tagen (73
Stunden) vor, das eines B. fragilis erst nach Uber funf Tagen (128 Stunden). Dabei
korrelierte die Dauer des AST-Ergebnisses in beiden Fallen nicht mit der Dauer bis
zum ldentifizierungsergebnis. Dieses lag jeweils mit etwas Uber 24 Stunden im
Normalbereich. Im Durchschnitt lagen die 31 AST-Ergebnisse der Routine nach 40
Stunden und 42 Minuten vor und die 25 Ergebnisse des Pheno® nach sechs Stunden
und 48 Minuten.

90



Ergebnisse

30 -7
@n (Pheno®) Bn (Routine)

25

20

Routinediagnostik

!
N
Anzahl AST-Ergebnisse kulturbasierte

Anzahl AST-Ergebnisse Pheno®

B. fragilis

6 T 9 20 22 24 25 26 32 39 42 46 47 48 49 73 128

Dauer bis zum AST-Ergebnis [h]

Abbildung 3.10: Vergleich und Verteilung der Dauer bis zum Vorliegen von
Suszeptibilitdtsergebnissen des Pheno® und der kulturbasierten Routinediagnostik. Alle 25
durch das Pheno® erfolgreich erkannten sowie alle 31 in der Routinediagnostik analysierten
gramnegativen Bakterien aus monomikrobiellen Blutkulturen mit nachvollziehbarem
Zeitverlauf sind nach der Dauer bis zum Vorliegen eines AST-Ergebnis aufgetragen. Dabei
sind vollendete Stunden ab Beginn der Bearbeitung durch das Laborpersonal angegeben.
Beim Pheno® zahlte die Startzeit des Gerats zuzuglich zwei Minuten ,Hands-on-time®. Die
linke y-Achse bezieht sich auf die Haufigkeit der Ergebnisse beim Pheno® (schwarz), die
rechte auf die der Routinediagnostik (blau). Die x-Achse ist nicht kontinuierlich, sondern gibt
vorhandene Zeiten nach GroRe geordnet an. Bei besonders frihzeitigen oder spaten AST-
Ergebnissen ist das Identifizierungsergebnis der betreffenden Blutkultur zusatzlich

angegeben.

3.4.2.2) AST-Dauer bei Staphylokokken und Enterokokken

Staphylokokken und Enterokokken machten dber 80 % der in die Studie
eingeschlossenen grampositiven Bakterien aus monomikrobiellen Blutkulturen aus.
Da FilmArray® und ePlex® bei Staphylokokken und Enterokokken Hinweise auf das

Vorliegen der relevanten und haufigen Resistenzen gegenuber Oxacillin und
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Vancomycin erbringen kénnen, erfolgte auch bei diesen Bakterien eine Berechnung

der Dauer bis zum Vorliegen eines Antibiogrammes in der kulturbasierten Diagnostik.
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Abbildung 3.11: Verteilung der Dauer bis zum Vorliegen von Antibiogrammen bei
Staphylokokken und Enterokokken (n = 80) in der kulturbasierten Diagnostik. Dargestellt ist
die absolute Haufigkeit von Blutkulturen nach der Zeit, die von Bearbeitungsbeginn bis zum
endgultigen AST-Ergebnis benétigt wurde. Vollendete Stunden sind angegeben. Die x-Achse
ist nicht kontinuierlich, sondern zeigt lediglich aufgetretene Zeiten. Nahere Angaben zu

besonders frihzeitigen und spaten Ergebnissen sind dem Diagramm beigefugt.

Es zeigte sich, dass ein endgultiges Antibiogramm frihestens nach 25 Stunden ab
Bearbeitungsbeginn vorlag (Abbildung 3.11). Vereinzelte Endergebnisse wurden
verstreut im Zeitfenster zwischen 25 und 48 Stunden beobachtet, wobei diese nur bei
Staphylokokken friiher als nach 40 Stunden vorlagen. Uber die Halfte (n = 46; 58 %)
der AST waren allerdings erst nach 48 Stunden beendet. Dabei zeigte sich, wie bei

den gramnegativen Bakterien ein Maximum der Haufigkeit bei 48 und 49 Stunden
92



Ergebnisse

(n =41; 51 %). Das Antibiogramm mit der langsten Bearbeitungszeit dauerte drei Tage
und betraf eine Blutkultur mit S. capitis. Die ldentifizierung der Spezies dauerte mit 31
Stunden nicht Uberdurchschnittlich lang. Die Ergebnisse der Schnelltestsysteme,
inklusive der relevanten Resistenzgene, lagen nach etwa einer Stunde beim

FilmArray® und 1,5 Stunden beim ePlex® vor.
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3.5) Statistik der Blutkulturen am UKT in den Jahren 2015 bis 2017

3.5.1) Allgemeine Daten zur Blutkulturdiagnostik 2015 bis 2017

In den Jahren 2015, 2016 und 2017 wurden insgesamt 15 444 Blutkulturen am Institut
fur Medizinische Mikrobiologie und Hygiene des Universitatsklinikums Tubingen

untersucht, was einem jahrlichen Durchschnitt von 5148 Blutkulturen entspricht.

A) Blutkulturen am UKT im Durchschnitt B) Positive Blutkulturen mit Erregernachweis
2015-2017 am UKT (Jahres-Durchschnitt 2015-2017)

mnegative BK mpos BK ohne ID ®pos BK mit ID

Pilze
4%

955

201

GN
Bakterien
26%

Abbildung 3.12: Durchschnittliche Gesamtheit der bearbeiteten Blutkulturen am Institut far
Medizinische Mikrobiologie und Hygiene des UKT in den Jahren 2015, 2016 und 2017. A) Mit
einer Standardabweichung von 265 wurden jahrlich im Durchschnitt ndherungsweise 5148
Blutkulturen untersucht. Die Abbildung zeigt die Aufteilung in Blutkulturen (BK) ohne
nachgewiesen Wachstum (negative BK) und solche mit Wachstum von Mikroorganismen (pos
BK). Diese unterteilen sich wiederum in positive Blutkulturen, bei denen die Identifikation
mindestens eines Mikroorganismus gelang (mit ID) und solchen bei denen kein Erreger
nachgewiesen werden konnte (ohne ID). Die angegebenen Zahlen sind als absolute
Durchschnittswerte zu verstehen. B) Durchschnittliche Aufteilung der Isolate in gramnegative
(GN), grampositive (GP) Bakterien und Pilze. Angegebene Prozentwerte beziehen sich auf

den jahrlichen Durchschnitt der drei untersuchten Jahre.
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Davon wurde bei durchschnittlich knapp 4000 Blutkulturen kein Bakterienwachstum im
Inkubator beobachtet. Von den als positiv gemeldeten Blutkulturen, konnten bei
durchschnittlich 82 % mindestens ein Mikroorganismus nachgewiesen werden. Bei
durchschnittlich etwa 17 % der positiven Blutkulturen gelang kein Nachweis eines
entsprechenden potenziellen Pathogens (Abbildung 3.12 A). Gezahlt wurde ein
Blutkulturisolat je Patient, unabhangig von der Anzahl an positiven Blutkulturen mit
demselben Isolat. Eine Unterscheidung zwischen polymikrobiellen und

monomikrobiellen Blutkulturen fand in der Datenbankabfrage nicht statt.

Bei den durchschnittlich 955 identifizierten Mikroorganismen aus positiven Blutkulturen
pro Jahr handelte es sich bei 250 (26 %) um gramnegative Bakterien, wahrend im
Durchschnitt 663 (70 %) grampositive Bakterien identifiziert wurden. Pilze stellten mit
nur 42 Isolaten etwa 4 % der Isolate aus positiven Blutkulturen dar (siehe Abbildung
3.12 B).

3.5.2) Verteilung der grampositiven Bakterien 2015 bis 2017

Uber die drei untersuchten Jahre unterschied sich die Verteilung in den groften
vertretenen Gruppen der grampositiven Bakterien aus positiven Blutkulturen nur
geringflgig. Eine detaillierte Darstellung der Zahlen ist in Anhang-Tabelle 4 zu finden.
Es wurden in den Jahren 2015 bis 2017 durchschnittlich 430 Staphylokokken
identifiziert, was 65 % der grampositiven Isolate entsprach (Abbildung 3.13). Die
meisten Staphylokokken gehdérten zu den CoNS (78 %), von denen wiederum ein
Grolteil der Spezies S. epidermidis zuzuordnen war (Anhang-Tabelle 4). MSSA
wurden bei durchschnittlich 87 Isolaten erkannt, ein MRSA wurde in den drei Jahren
nur insgesamt zwolfmal identifiziert, im Jahre 2017 sogar nur einmal (Anhang-Tabelle
4).

Als zweithaufigste Vertreter der grampositiven Bakterien traten Enterokokken mit
durchschnittlich 79 Isolaten pro Jahr bei positiven Blutkulturen auf. Dies entsprach
12 % der identifizierten grampositiven Bakterien. Der Grolteil dieser Gruppe setzte
sich aus E. faecium und E. faecalis zusammen (96 %), wobei E. faecium etwas

haufiger vorkam. Im Jahre 2015 fand sich kein VRE in positiven Blutkulturen, in den
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Jahren 2016 und 2017 waren es jeweils 13 Isolate, was 13 % beziehungsweise 17 %
aller identifizierten Enterokokken in diesen Jahren entsprach (vgl. Anhang-Tabelle 4).

Samtliche VRE gehorten zur Spezies E. faecium.

500
A) 450
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350
300
250
200
150
100

B) Staphylokokken
65%

Enterokokken
12%

Streptokokken
andere 8%

6% Propionibakterien
9%
Abbildung 3.13: Durchschnittliche Verteilung der grampositiven Isolate aus positiven
Blutkulturen am Institut flir Medizinische Mikrobiologie und Hygiene des UKT in den Jahren
2015, 2016 und 2017. A) Darstellung der absoluten Haufigkeit der wichtigsten Vertreter und
die zugehorige Standardabweichung zwischen den drei untersuchten Jahren. B) Darstellung
des prozentualen Anteils der Bakterienfamilien an der Gesamtheit der Isolate. Die Kategorie
.<andere® setzt sich aus allen Bakterienfamilien zusammen, die nurin < 2 % der Isolate pro Jahr

vorlagen.
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Mit durchschnittlich 62 Isolaten pro Jahr stellten Propionibakterien eine weitere haufige
Gruppe bei den grampositiven Bakterien dar. Davon konnte bei 78 % der identifizierten

Propionibakterien die Zugehorigkeit zur Spezies P. acnes nachgewiesen werden.

Streptokokken bildeten mit 55 Isolaten im jahrlichen Durchschnitt in ihrer Gesamtheit
8 % der grampositiven Bakterien aus positiven Blutkulturen ab (Abbildung 3.13). Mit
knapp 70 % der Streptokokken wurden am haufigsten a-hamolysierende
Streptokokken identifiziert, welche Uberwiegend durch S. pneumoniae reprasentiert
waren (Anhang-Tabelle 4). Weitere 24 % der Streptokokken zahlten zur Gruppe der -
hamolysierenden, wahrend y-hamolysierende Streptokokken mit 7 % eher selten

isoliert wurden.

Eine grol3e Varietat an seltenen grampositiven Bakterien verschiedener Taxa machten
zwischen 4 % und 7 % der jahrlich identifizierten grampositiven Isolate aus positiven
Blutkulturen aus (Abbildung 3.13 und Anhang-Tabelle 4).

3.5.3) Verteilung der gramnegativen Bakterien 2015 bis 2017

In den Jahren 2015, 2016 und 2017 waren bei den gramnegativen Isolaten am
haufigsten E. coli identifiziert. Es zeigte sich im Verlauf ein Riickgang des Anteils von
E. coli an der Gesamtheit der gramnegativen Bakterien von 58 % im Jahre 2015 auf
46 % im Jahre 2017 (Anhang-Tabelle 4). Insgesamt wurden in den drei Jahren 380 E.
coli identifiziert, dies machte mit 51 % etwa die Halfte, der im Durchschnitt jahrlich

isolierten gramnegativen Bakterien aus (siehe Abbildung 3.14).

Im Gegensatz dazu hielt sich der Anteil der Klebsiellen Uber die untersuchten Jahre
mit durchschnittlich 17 % beziehungsweise 43 Isolaten eher konstant (Abbildung 3.14,
Anhang-Tabelle 4). Die Klebsiellen umfassten zu 67 % die Spezies K. pneumoniae,
wahrend der Grofteil der verbleibenden Klebsiellen als K. oxytoca identifiziert wurden.
Im Jahre 2017 war der Unterschied der Nachweishaufigkeit der beiden Spezies mit 15
Isolaten K. oxytoca und 22 Isolaten K. pneumoniae deutlich geringer. In diesem Jahr
wurden auch erstmalig zwei Isolate von K. variicola identifiziert (Anhang-Tabelle 4),
die in den Jahren zuvor in der Routinediagnostik von K. pneumoniae nicht abgrenzt

wurden.
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Abbildung 3.14: Durchschnittliche Verteilung der gramnegativen Isolate aus positiven
Blutkulturen am Institut fir Medizinische Mikrobiologie und Hygiene des UKT in den Jahren
2015, 2016 und 2017. A) Darstellung der absoluten Haufigkeit der wichtigsten Vertreter und
die zugehorige Standardabweichung zwischen den drei untersuchten Jahren. B) Darstellung
des prozentualen Anteils der Bakterienfamilien an der Gesamtheit der Isolate. Die Kategorie
.<andere® setzt sich aus allen Bakterienfamilien zusammen, die nurin < 2 % der Isolate pro Jahr

vorlagen.
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Ergebnisse

Im Untersuchungszeitraum von drei Jahren waren Bakterien aus der Familie
Enterobacter mit 8 % die dritthaufigsten gramnegativen Isolate. Hier zeigte sich eine
gegenlaufige Tendenz zu den E. coli. So waren es 2015 lediglich 5 %, im Jahre 2016
schon 8 % und 2017 wurden 11 % aller gramnegativen Isolate als Enterobacter sp.
identifiziert. Insgesamt wurden 2015 bis 2017 in 63 positiven Blutkulturen Vertreter der
Enterobacter gefunden (vgl. Anhang-Tabelle 4). Hiervon gehorten Uber 85 % dem E.

cloacae Komplex an.

Pseudomanaden stellten mit 6 % bis 8 % Anteil an der Gesamtheit der gramnegativen
Bakterien in den Jahren 2015, 2016 und 2017 ebenfalls eine relevante Gruppe in
dieser Kategorie dar. Dabei waren die betreffenden Bakterien nur in vereinzelten

Ausnahmen (~ 7 %) nicht sicher der Spezies P. aeruginosa zuzuordnen.

Des Weiteren machten Bakterien aus den Familien Proteus, Citrobacter und Serratia
(fast ausschlieRlich S. marcescens) regelmaliig je 3 % bis 4 % des jahrlichen Anteils
an gramnegativen Isolaten aus. Bacteroides sp. und Acinetobacter sp. waren nur in
jeweils einem Jahr mit mindestens 2 % vertreten (Anhang-Tabelle 4). Andere
gramnegative Bakterien, wie beispielsweise Neisserien, traten in allen beobachteten

Jahren nur sporadisch auf.

3.5.4) Verteilung der Pilze 2015 bis 2017

Von Anfang 2015 bis Ende 2017 wurden insgesamt 126 Pilze aus positiven
Blutkulturen isoliert. Nur ein Pilzisolat war nicht aus der Candida-Gruppe, sondern
wurde als Saccharomyces cerevisiae identifiziert. Candida albicans machte im
Durchschnitt knapp die Halfte der Pilzorganismen in positiven Blutkulturen aus. Die
Spezies Candida glabrata wurde bei durchschnittlich einem Viertel der jahrlich
isolierten Pilze identifiziert (Abbildung 3.15).
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Abbildung 3.15: Durchschnittliche Verteilung der isolierten Pilze aus positiven Blutkulturen am
Institut fur Medizinische Mikrobiologie und Hygiene des UKT in den Jahren 2015, 2016 und
2017. A) Darstellung der absoluten Haufigkeit der wichtigsten Pilzorganismen und die
zugehdrige Standardabweichung zwischen den drei untersuchten Jahren. B) Darstellung des
prozentualen Anteils der Spezies an der Gesamtheit der Isolate. Die Kategorie ,andere Pilze*
setzt sich aus allen Pilzen zusammen, die nicht in jedem der beobachteten Jahre mindestens

einmal identifiziert wurden.
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4) Diskussion

In dieser Arbeit wurde im Rahmen einer prospektiven, dreimonatigen Studie
(Oberhettinger et al., 2020) die Evaluation eines neuen Algorithmus zum Zwecke einer
zeitsparenden Diagnostik positiver Blutkulturen durchgefihrt. Dabei wurde die
Leistung drei verschiedener Schnelltestsysteme hinsichtlich Genauigkeit der
Identifizierung, der Fahigkeit zur Voraussage von Resistenzmustern und eines
potenziellen Zeitgewinns analysiert. Die Systeme wurden untereinander und
gegenuber der als Goldstandard geltenden, konventionellen Routinediagnostik am
Institut fUr Medizinische Mikrobiologie und Hygiene des Universitatsklinikums
Tldbingen, anhand von insgesamt 140 monomikrobiellen Blutkulturen, verglichen. Des
Weiteren erfolgte eine retrospektive Erfassung des lokalen Erregerspektrums, zur

Beurteilung der Reprasentativitat dieser Studie.

4.1) Zusammenfassende Darstellung und allgemeine Besonderheiten

Insbesondere die zwei neu evaluierten Gerate FilmArray® und ePlex® zeigten
durchweg sehr gute Identifizierungsergebnisse innerhalb ihrer jeweiligen
Keimspektren, mit Sensitivitdten und Spezifitadten zwischen 93 % und 100 % in allen
ausgewerteten Kategorien. Solche vielversprechenden Ergebnisse werden auch in der
bereits veroffentlichten Literatur berichtet (Altun et al., 2013; Blaschke et al., 2012;
Huang et al., 2019; Salimnia et al., 2016). Fur das Pheno® System, welches bereits in
einer Studie von Marschal und Kollegium am Institut fir Medizinische Mikrobiologie
und Hygiene des UKT evaluiert wurde und, aufgrund der Uberzeugenden Ergebnisse
(Marschal et al., 2017), zum Zeitpunkt der hier vorgestellten Studie bereits fest in den
erweiterten Routineablauf zur Diagnostik gramnegativer Blutkulturen bei
Hochrisikopatienten integriert war, wurden weitere Daten ermittelt. Hierbei zeigten
sich, mit je nach Kategorie zwischen 85 % und 90 % liegenden Sensitivitaten bei der
Identifizierung von gramnegativen Blutkulturen mit im Keimspektrum enthaltenen
Bakterien, leichte Defizite gegenuber den beiden auf multiplex PCR beruhenden
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Schnelltestsystemen. Der wesentliche Vorteil des Pheno® jedoch, ist die Fahigkeit zur
Generierung eines Antibiogrammes auf Basis von in vitro
Suszeptibilitdtsbestimmungen. Hierbei konnte in der vorliegenden Studie eine hohe
Kategorie-Ubereinstimmung von 93 % nachgewiesen werden. Dies stellt
insbesondere bei den oftmals mit komplexen Resistenzmustern und -mechanismen
vorkommenden, gramnegativen BSI (Ruppe et al.,, 2015; She and Bender, 2019;
Stryjewski and Boucher, 2009) einen vielversprechenden Vorteil des Pheno®
gegenuber ePlex® und FilmArray® dar, die hier entsprechend weniger Informationen

bieten konnten.

Die in dieser Arbeit errechneten Sensitivitdten und Spezifitdten unterscheiden sich
geringfligig gegenuber denen, welche aus Teilen dieser Studie veroffentlicht wurden
(Oberhettinger et al.,, 2020). Dies beruht auf den leicht abgeanderten
Einschlusskriterien zugunsten der Datenmenge und der strikten Differenzierung
zwischen der Identifizierung auf Genusebene und auf Speziesebene. Diese wurde in
der Publikation aus Griinden der Ubersichtlichkeit nicht in gleicher Form umgesetzt.
Stattdessen wurde grundsatzlich die Identifizierungstiefe, die flr das jeweilige
Testsystem mdglich war, in dem Studiendesign als erreichbarer Standard definiert
(Oberhettinger et al., 2020). Die durch modifizierte Ausschlusskriterien entstandene
Abweichung bezieht sich insbesondere auf eine gramnegative Blutkultur mit
P. aeruginosa, die in der Veroffentlichung von der Auswertung ausgeschlossen wurde,
da kein dem Studienprotokoll entsprechender Wiederholungslauf nach initial invalidem
Test im ePlex® stattgefunden hatte. In dieser Arbeit wurde die betreffende Blutkultur
miteinbezogen, um in erster Linie den bei gramnegativen Bakterien und vor allem
hinsichtlich Nonfermentern ohnehin schmaleren Datensatz nicht weiter zu verringern.
Zudem konnten die Mehrheit der Schnelltestsysteme, namlich das Pheno® und das
FilmArray®, das Bakterium im ersten Testlauf erkennen. Die Auswirkung auf die
errechnete Sensitivitat des ePlex® im gramnegativen Bereich ist mit der in dieser
Arbeit erfolgten Einbeziehung der betreffenden Blutkultur allerdings kritisch zu
betrachten, da ein Wiederholungslauf des ePlex® moglicherweise zu einer Sensitivitat
von 100% gefuhrt hatte. In der Realitat jedoch sind Wiederholungstests manchmal aus
verschiedenen Grunden, wie auch in diesem Fall, nicht durchfihrbar. So bildet die hier
ermittelte Sensitivitat gegebenenfalls sogar besser die Realitat ab, insbesondere well

Wiederholungslaufe beim ePlex® deutlich haufiger noétig waren. Dies wiederum
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ist unter Umstanden auf den Einsatz der RUO-Versionen zurlckzufihren. Die
Haufigkeit von invaliden Ergebnissen soll laut Hersteller im neuen CE-IVD (/n-Vitro-
Diagnostica) Format der Kassetten nochmals deutlich reduziert worden sein
(Oberhettinger et al., 2020). Huang und Kollegium (Huang et al., 2019) berichteten
bereits von Verbesserungen hinsichtlich der Haufigkeit invalider Ergebnisse bei
neueren Bestanden der RUO-Kassetten gegenuber den vorherigen, hinweisend auf

ein tatsachlich vorliegendes Verbesserungspotenzial.

Die in dieser Arbeit und der zugehdrigen Publikation (Oberhettinger et al., 2020)
gewahlte Definition von korrekt negativen Ergebnissen weicht von der Definition
anderer Autorlnnen ab, die auch durch den Goldstandard nicht identifizierte
Blutkulturen mit analysierten (Lutgring et al., 2018). Da diese Studie keine im
Goldstandard negativen Blutkulturen beinhaltete, wurden korrekt negative Ergebnisse
als Ereignisse definiert, bei denen bedingt durch das Keimspektrum des jeweiligen
Tests in der entsprechenden Kategorie — in solch einem Fall korrekterweise — kein
Identifizierungsergebnis vorlag (siehe 2.3.5.1 fur Details). Im Umkehrschluss wurden
ausbleibende ,off-Panel“-Identifizierungen dann nicht als falsch negativ gewertet, wie
es beispielsweise in der Studie von Burnham und Kollegium der Fall war (Burnham et
al., 2019). Dies muss beim Vergleich von Parametern, wie der Spezifitat und auch des
positiven Vorhersagewertes zwischen verschiedenen Studien dieser Art beachtet

werden.

Im Nachfolgenden werden die unterschiedlichen, im Rahmen der Studie
vorgekommenen, BSI-Erreger und ihre Bedeutung vor dem Hintergrund der aktuellen

Literatur eingehend beleuchtet.

4.2) Aspekte bei der Identifizierung von grampositiven Blutkulturen

Sowohl ePlex® als auch FilmArray® konnten bei der Identifizierung grampositiver,

monomikrobieller Blutkulturen bis auf Speziesebene eine Sensitivitat = 97 % zeigen.

Die Abdeckung der in dieser Kategorie im Goldstandard nachgewiesenen Isolate

durch das jeweilige Keimspektrum lag beim ePlex® BCID-GP bei knapp 96 % und

beim FilmArray® BCID bei knapp 89 % auf Genusebene. Wahrend das bezlglich der
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Breite des Keimspektrums sparsamer aufgestellte FilmArray® eine Spezifitat von
100 % erreichte, schnitt das ePlex® in der Spezifitdt durch zwei falsch positive
Identifizierungen auf Gattungsebene und vier falsch positive Spezies mit 96 %,
beziehungsweise 94 %, schlechter ab. Es handelte sich in einem Fall um einen
Mikrokokkus sp., der zusatzlich zum korrekt identifizierten S. aureus erkannt wurde.
Die klinische Relevanz dieser falsch positiven Identifizierung kann als
vernachlassigbar eingestuft werden, da dieser als wenig pathogen geltender Genus in
der Regel eine Kontamination darstellt (Bates et al., 1991; Bekeris et al., 2005;
Dawson, 2014; Oberhettinger et al., 2020). In einer weiteren Blutkultur wurde dagegen,
zusatzlich zu einem auch im Goldstandard identifizierten Enterokokkus, das Vorliegen
eines Staphylokokkus berichtet. Dieses Ergebnis ohne weitere Hinweise dagegen,
hatte hinsichtlich der einzuleitenden Therapie eher Probleme bereiten kdnnen: Beide
Bakterien konnen manifeste Infektionen auslosen und weisen oftmals, besonders im
Falle des hier zusatzlich auf Speziesebene falschlich nachgewiesenen E. faecium,
unterschiedliche Resistenzmuster auf. Prinzipiell kann bei dem gewahlten
Studienansatz nicht ausgeschlossen werden, dass das zusatzlich auf molekularer
Ebene nachgewiesene Bakterium in der Blutkultur vorlag. Eine mogliche Erklarung fur
ein solches, zusatzlich molekular nachgewiesenes Bakterium, kdnnte einerseits das
Vorliegen von entsprechender DNA nicht replizierbarer prokaryotischer Zellen in der
Probe sein. Andererseits ist aber auch das Vorliegen einer sehr geringen
Konzentration des zusatzlichen Bakteriums denkbar, welches dann beim
kulturbasierten Ansatz nicht von dem Gberwiegenden Bakterienwachstum differenziert
werden kann. Daher kénnen falsch positive Ergebnisse tatsachlich den Nachweis von
in sehr geringer Anzahl vorliegenden Bakterien der entsprechenden Familie oder
Spezies bedeuten. Dies ware mit einer hoheren Sensitivitat der direkten PCR-Methode
gegenuber dem kulturbasierten Ansatz zu erklaren. So berichten andere Autorlnnen
von teils zusatzlich erkannten Isolaten durch ePlex® und FilmArray®, welche in der
initialen Standardmethode nicht entdeckt wurden, allerdings bei gezielter
nachtraglicher Subkultivierung dann nachgewiesen werden konnten (Altun et al., 2013;
Huang et al., 2019). Insbesondere im Falle des Mikrokokkus ware dies plausibel, da
das FilmArray® Uber keine Sonden flir solche typischen Kontaminanten wie
Micrococcus sp., Propionibacterium sp. und Corynebacterium sp. verfugt und somit
keinen Vergleich bietet. Generell stellt die beim ePlex® vorhandene Erweiterung des

Keimspektrums um diese Genus moglicherweise einen Vorteil dar, da ein solches
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Ergebnis den Kliniker unter entsprechenden Umstanden bereits zu einer Deeskalation
oder gar zum Verzicht auf eine antibiotische Therapie sowie das in Betracht ziehen
anderer Foki bewegen konnte. Das wiederum kann ein besseres Therapieergebnis
fordern und zur Reduktion der unndétigen Gabe von (Breitband-)Antibiotika fuhren
(Dawson, 2014). Im FilmArray® wird bei solchen Blutkulturen keine ID ausgegeben,
was bei mikroskopisch nachgewiesenen, grampositiven Kokken den Verdacht auf
diese, als Ausldser der Symptomatik, nicht hinreichend entkraften wirde. Nicht zuletzt
konnen solche, als Kontaminanten angesehene Bakterien, jedoch in gewissen
Kontexten auch manifeste BSI auslosen (El Rafei et al.,, 2016; Park et al., 2011).
Insbesondere die haufig in Blutkulturen identifizierten und regelhaft als Kotaminationen
angesehenen Propionibakterien (Kirn and Weinstein, 2013; Kreidl et al., 2019) spielen
zum Beispiel im Zusammenhang mit verschiedenen implantierten, kardialen
Unterstutzungssystemen (wie implantierbare Kardioverter/Defibrillatoren  und
Herzschrittmacher) eine Rolle und sollten insbesondere bei entsprechenden
Patientenpopulationen als BSI-Erreger in Betracht gezogen werden (El Rafei et al.,
2016). Obwohl invasive Infektionen mit P. acnes meist subklinisch verlaufen, scheint
gerade die Biofilmbildung durch diese Bakterien ein entscheidender Virulenzfaktor zu
sein, der auch schwere Verlaufe hervorrufen kann, besonders wenn solche Infektionen
langere Zeit unentdeckt bleiben (Holmberg et al., 2009; Park et al., 2011). Die Therapie
hingegen ist aufgrund der guten Suszeptibilitat von Propionibakterien gegenlber
Penicillinen und Cephalosporinen unkompliziert und erfolgversprechend (El Rafei et
al., 2016). Die Verwendung von Reserveantibiotika wie Vancomycin, die der Nachweis
grampositiver Kokken mitunter nach sich zieht, konnte durch eine adaquate und
schnelle Diagnostik verringert werden. Dies stellt also einen potenziellen Vorteil des
erweiterten Keimspektrums im ePlex® BCID-GP dar, welches in dieser Studie eine
Sensitivitat und Spezifitat von jeweils 100 % fir P. acnes erzielte. Zu beachten gilt hier
jedoch die geringe Fallzahl (n = 5), welche in Folgestudien noch ausgebaut werden

sollte.

Auf Speziesebene wurden durch das ePlex® zwei CoNS falschlich als S. epidermidis
identifiziert. Namentlich handelte es sich um S. hominis und S. warneri, beides
Vertreter der S. epidermidis Gruppe. Hier ist moglicherweise die Trennscharfe der
Sonden nicht fur die genaue Unterscheidung ausgelegt, sodass es zu Kreuzreaktionen
kommen kénnte. Da die Subspezies der S. epidermidis Gruppe zur normalen Hautflora

des Menschen gehoéren und sich in ihrer Pathogenitat nicht wesentlich unterscheiden
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(Becker et al., 2014), kann eine genaue Differenzierung als irrelevant angesehen
werden (Oberhettinger et al., 2020). Des Weiteren kann nicht ausgeschlossen werden,
dass bei der Abnahme ebenfalls geringe Mengen von S. epidermidis oder lediglich
DNA von S. epidermidis in die Blutkulturflasche inokuliert wurden, da diese hier

nachgewiesene Spezies zur normalen Hautflora gehort.

Als diagnostisch sehr wertvoll kénnte sich der im ePlex® BCID-GP Keimspektrum
abgedeckte S. lugdunensis herausstellen, da infektidse Endokarditiden durch diesen
Erreger gegenuber anderen CoNS wesentlich schwerere Verlaufe und eine mit
S. aureus vergleichbare Pathogenitat in diesem Zusammenhang aufweisen (Anguera
et al., 2005; Becker et al., 2014; Oberhettinger et al., 2020; Sabe et al., 2014). Mit nur
vier S. lugdunensis Isolaten, entsprechend 0,4 % aller CONS aus positiven Blutkulturen
in den Jahren 2015 bis 2017 am Institut fir Medizinische Mikrobiologie und Hygiene
des UKT (eigene unveroffentlichte Daten), ist eine BSI mit diesem Erreger hier als sehr
selten einzuordnen. Diese niedrige Pravalenz deckt sich auch mit internationalen
Daten (Frank et al., 2008; Pfaller et al., 1999). Daher ist es nicht Uberraschend, dass
innerhalb der hier durchgefuihrten dreimonatigen Studie keine Isolate von
S. lugdunensis vorkamen, weshalb auch keine Schlisse auf die Sensitivitat des Tests
fur diese Spezies gezogen werden konnen. Auch in Folgestudien am UKT bleibt eine

eher geringe Fallzahl zu erwarten.

Fehlidentifizierungen auf Speziesebene bei Enterokokken, wie sie bei zwei von neun
Enterokokken (22 %) im ePlex® auftraten, kdnnen problematisch sein. Generell ist die
Mdglichkeit der Differenzierung von E. faecium und E. faecalis, welche vom
FilmArray® BCID nicht bereitgestellt wird, eine sinnvolle Erweiterung des ePlex®
BCID-GP. Aufgrund der haufig bei E. faecium auftretenden Resistenz gegenulber
Ampicillin, insbesondere bei nosokomial erworbenen Stammen (~ 90 %), sowie auch
gegenuber Glykopeptiden und hochdosierten Aminoglykosiden, legt die Identifizierung
dieser Spezies gegenuber E. faecalis in der Regel eine groldere therapeutische
Herausforderung nahe (Arias and Murray, 2012; Gagetti et al., 2019; Oberhettinger et
al., 2020). Selbst bei negativem Test auf vanA/B, die auch vom FilmArray®
gewahrleistet wird, kann die Unterscheidung von E. faecalis und E. faecium daher eine
wertvolle Information hinsichtlich erster therapeutischer Entscheidungen liefern. Die
Belastbarkeit dieser Differenzierung im ePlex® zeigte sich in der vorliegenden Studie

jedoch als nicht zufriedenstellend. Dabei muss auch hier beachtet werden, dass es
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sich bei den verwendeten Kassetten um RUO-Kassetten handelte. Laut Hersteller
zeigten klinische Studien mit den CE-IVD und FDA-freigegebenen Kassetten eine
hohe Sensitivitat und Spezifitat bei der Identifizierung dieser Enterokokkenspezies
(Oberhettinger et al., 2020). Eine andere Gruppe, die ebenfalls mit den RUO-
Versionen arbeitete, zeigte in einer klinischen Studie auch mit diesen Versionen
exzellente Ergebnisse mit einer Sensitivitat und Spezifitdt von 100 % bei insgesamt 30
analysierten Enterokokken (Huang et al., 2019). Ein Fehler bei der
Goldstandardidentifizierung der betreffenden E. faecalis Isolate im Rahmen unserer
Studie wurde mittels Sequenzierung des gesamten Genoms der betreffenden Isolate
ausgeschlossen (Oberhettinger et al., 2020). Zur weiteren Bewertung der
Identifizierung von Enterokokkenspezies ware die Erhebung eines grélieren

Datensatzes in Folgestudien zielfUhrend.

Falsch negative Ergebnisse erbrachten sowohl FilmArray® als auch ePlex® lediglich
bei jeweils einem CoNS, namentlich S. warneriim FilmArray® und S. haemolyticus im
Plex®. Auch andere Autorinnen berichten von selten auftretenden, falsch negativen
Ergebnissen bei CoNS in beiden Geraten, wohingegen die hinsichtlich Pathogenitat
und klinischer Relevanz in der Regel problematischeren Stamme von S. aureus immer
zuverlassig mit einer Sensitivitat von 100 % erkannt wurden (Altun et al., 2013;
Blaschke et al., 2012; Huang et al., 2019).

4.3) Besonderheiten bei der Identifizierung von gramnegativen Blutkulturen

Bei den gramnegativen, monomikrobiellen Blutkulturen konnte ein Vergleich der auf
multiplex PCR basierenden Systeme FilmArray® und ePlex® sowie zusatzlich dem
auf FISH basierenden Pheno® stattfinden. Wahrend alle drei Module eine
hervorragende Spezifitdt von 100 % sowohl auf Genus- als auch auf Speziesebene
erzielten, zeigten sich hinsichtlich der Sensitivitat Unterschiede. Dabei konnte das
FilmArray® mit 100 % Sensitivitdt und einer Abdeckung des Spektrums an
gramnegativen Isolaten von 83 % Uberzeugen. Obwohl das ePlex® auch im
gramnegativen Bereich ein deutlich breiteres Keimspektrum abdeckt als das

FilmArray®, wirkte sich im Rahmen der Studie nur das anaerobe Bakterium B. fragilis
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positiv auf die Spektrumabdeckung des ePlex® aus (Oberhettinger et al., 2020).
Immerhin wurde so eine Abdeckung von knapp 89 % erreicht. Beide Isolate mit
B. fragilis wurden problemlos identifiziert. Die zusatzlich in einer Blutkultur via
Goldstandarddiagnostik detektierte Spezies B. vulgatus wurde vom ePlex® nicht als
B. fragilis fehlidentifiziert. Dies gibt einen ersten Hinweis auf eine gute Spezifitat der
verwendeten B. fragilis Sonden, welche aber aufgrund der geringen Datenmenge nicht

sicher angegeben werden kann.

Bezulglich der Relevanz von anaeroben Bakterien bei der Diagnostik von BSI herrscht
Uneinigkeit. Wahrend man in den 1970ern von einer Inzidenz anaerober Erreger bei
BSI von bis zu 20 % ausging (Goldstein, 1996; Vena et al., 2015), beobachteten einige
Autorinnen deutlich niedrigere Inzidenzen und postulierten insgesamt einen Rickgang
(Fenner et al., 2008; Lombardi and Engleberg, 1992; Neu et al., 1990). Eine neuere
Studie an einer spanischen Klinik zwischen 2003 und 2012 wies hingegen eine
konstante Inzidenz von anaeroben BSI nach, stattdessen wurde ein Anstieg der
Gesamtinzidenz von BSI beobachtet (Vena et al.,, 2015). Aufgrund des zudem
beschriebenen, vermehrten Auftretens von Resistenzen in dieser Gruppe, sprachen
sich die Autorinnen fur die gezielte Diagnostik von anaeroben Bakterien bei BSI aus
(Vena et al., 2015). Einen konstanten Anteil anaerober Isolate aus Blutkulturen, der
zwischen 2 % und 5 % lag, wurde ebenfalls in diesem Zeitfenster in Singapur
beobachtet (Ng et al., 2015). In beiden Studien wurden Vertreter der B. fragilis Gruppe
als die pradominanten Bakterienspezies bei anaeroben Bakteriamien beschrieben,
wobei Ng und Kollegium im Gegensatz zu anderen Autorinnen (Fenner et al., 2008;
Lazarovitch et al., 2010) einen Ruckgang des Anteils von Bacteroides sp. an der
Gesamtheit der Anaerobier beobachteten. Am Institut fir Medizinische Mikrobiologie
und Hygiene des UKT wurden in den Jahren 2015 und 2016 jeweils nur ein
Bacteroides sp. aus positiven Blutkulturen identifiziert (Anhang-Tabelle 4). Im Jahre
2017 waren es insgesamt sechs Bacteroides sp. Isolate, wovon drei B. fragilis waren
(eigene unveroffentlichte Daten). Der Anteil an durch B. fragilis verursachte BSI
scheint aufgrund der erhobenen Daten am UKT durchschnittlich niedrig zu sein. Um
genauer zu beurteilen, ob das vermehrte Auftreten von Bacteroides sp. im Jahre 2017
einen Ausreil’er darstellt, miusste allerdings eine langere Zeitspanne analysiert

werden.
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Wahrend die geringfigig verminderte Sensitivitat des ePlex® maligeblich auf einen
nicht wiederholten, invaliden Testlauf bei einer Blutkultur mit P. aeruginosa
zurlckzufuhren war (siehe Abschnitt 4.1), bulRte das Pheno® an Sensitivitat bei der
Identifizierung von E. coli (n = 2) und P. aeruginosa (n = 1) ein. Diese Beobachtung
steht nicht in Einklang mit den Ergebnissen der zuvor im selben Labor durchgeflihrten
Studie (Marschal et al., 2017), bei der alle E. coli (n = 58) und P. aeruginosa (n = 8)
Isolate korrekt erkannt wurden. In dieser Studie, bei der altere Versionen der
Accelerate Software und der PhenoTest™ BC Kit Kartuschen verwendet worden
waren, wurde mit insgesamt 97,1 % korrekt positiven Identifizierungen bei 105
gramnegativen Isolaten, eine generell sehr hohe Sensitivitat beobachtet. Mit einigen
falsch positiven Identifizierungen jedoch, lag die Spezifitat unter den in dieser Studie
erreichten 100 %. Generell wird in einigen, teilweise auch multizentrisch angelegten
Studien, von vereinzelt auftretenden Sensitivitatsproblemen bei im Keimspektrum
enthaltenen, gramnegativen Bakterien berichtet (Brazelton de Cardenas et al., 2017,
Burnham et al., 2019; Charnot-Katsikas et al., 2018; Descours et al., 2018; Pancholi
et al., 2018). Dabei wurde die Spezifitat auch in anderen Studien mit etwa 99 % stets
als hoch ermittelt (Charnot-Katsikas et al., 2018; Lutgring et al., 2018).

Auch auf Speziesebene zeigten die drei Systeme nur unwesentlich schlechtere
Ergebnisse hinsichtlich der Sensitivitat, bezogen auf das jeweils eigene gramnegative
Keimspektrum. Die Vorteile des ePlex® gegenuber dem FilmArray® Uberwiegten
insbesondere auch in Relation zur Gesamtheit der im Goldstandard auf Speziesebene
identifizierten Isolate hier nicht so deutlich, wie bei den grampositiven Bakterien. Das
ist zum einen dadurch zu erklaren, dass das mit Abstand haufigste gramnegative
Bakterium, E. coli (44 %), von beiden Systemen auf Speziesebene erkannt wird,
wahrend die den Groldteil der grampositiven Bakterien abbildenden CoNS nur im
ePlex® auf Speziesebene weiter differenziert werden. Zum anderen aber deckt auch
das FilmArray® BCID generell einen Grofteil der am haufigsten gramnegative BSI

vermittelnden Enterobacterales und Nonfermenter in Speziestiefe ab.

Zwei Blutkulturen mit K. variicola wurden sowohl vom ePlex® als auch vom FilmArray®
als K. pneumoniae identifiziert. Die Unterscheidung dieser Spezies, vorher auch als
Phylogruppe K. pneumoniae 11l bezeichnet (Maatallah et al., 2014; Rosenblueth et al.,
2004), ist aufgrund der groRen genetischen Ubereinstimmung als schwierig anzusehen

und die Unterscheidung mittels MALDI-TOF MS wurde erst vor Kurzem etabliert
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(Dinkelacker et al., 2018). Sonden fur die spezifische Erkennung von K. variicola
stehen bislang in keinem der beiden BCID-Systeme zur Verfigung. Aus diesen
Grunden wurde die Diskrepanz bei K. variicola im Rahmen der Studie toleriert und als
korrekte Identifizierung gewertet (Oberhettinger et al., 2020). Allerdings kdnnte eine
Differenzierung dieser beiden Spezies in zuklnftigen Versionen von Vorteil sein, da
K. variicola neueren Daten zufolge einen wesentlichen Anteil der vorher als
K. pneumoniae deklarierten Isolate bei BSI ausmacht und mdglicherweise mit einer
hoheren Mortalitat assoziiert ist (Maatallah et al., 2014). Obwohl in der Studie von
Maatallah und Kollegium im Vergleich zu K. pneumoniae eine niedrigere Rate an
Resistenzen bei K. variicola beobachtet wurde, konnten bereits einige
Hochrisikoresistenzgene bei Stammen dieser Spezies beschrieben werden
(Oberhettinger et al., 2020; Potter et al., 2018). Solche Beobachtungen suggerieren
noch deutlicher die Relevanz einer Differenzierung der beiden Spezies.

Enterobacter sp. stehen an dritter Stelle, der am haufigsten aus positiven Blutkulturen
isolierten gramnegativen Bakterien am Institut fir Medizinische Mikrobiologie und
Hygiene des UKT. Sie sind daher weitere BSI-Erreger, deren zuverlassige
Identifizierung eine wichtige Rolle spielt. Samtliche Enterobacter sp., die im Rahmen
der Studie auftraten, wurden von allen Systemen korrekt erkannt. Eine Blutkultur mit
E. cloacae Komplex konnte im Pheno® nicht getestet werden, was dort zu einer
verringerten Fallzahl (n = 2) fihrte. Aufgrund der generell niedrigen Fallzahlen bei den
gramnegativen Bakterien wurde die betreffende Blutkultur in dieser Arbeit dennoch mit
in die Auswertung genommen. Wahrend im Pheno® System keine Differenzierung von
Enterobacter auf Speziesebene maglich ist, konnen ePlex® und FilmArray® zusatzlich
den E. cloacae Komplex identifizieren, was zuverlassig gelang. Der im Goldstandard
identifizierte E. ludwigii gehort zum selten vorkommenden Cluster V des E. cloacae
Komplex (Hoffmann et al., 2005; Kremer and Hoffmann, 2012) und wurde folgerichtig
in ePlex® und FilmArray® als E. cloacae Komplex identifiziert. Dieses Ergebnis wurde
allerdings nicht als Identifizierung auf Speziesebene gewertet. Generell werden auch
in der MALDI-TOF MS nur auldert selten Speziesidentifizierungen bei dieser Gruppe
erzielt (unverdffentlichte eigene Daten). Der E. cloacae Komplex macht mit 87 %
(n =55; Anhang-Tabelle 4) der in den Jahren 2015 bis 2017 aus Blutkulturen an
unserem Institut identifizierten Isolaten den Grol3teil der Enterobacter hier aus. In
dieser Studie waren alle Enterobacter Mitglieder des E. cloacae Komplex. Es ist daher

fraglich, inwiefern die zusatzliche Angabe dieser Information durch ePlex® und
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FilmArray® flr die Diagnostik als relevant eingestuft werden kann. Da das Pheno® ein
Antibiogramm zur Identifizierung bereitstellt, kann auf diese genauere Klassifizierung

auch im Hinblick verschiedener Therapieregime vermutlich verzichtet werden.

4.4) Potenzial der Schnelltestsysteme bei polymikrobiellen Blutkulturen

Die Testung polymikrobieller Blutkulturen war im Design dieser Studie zunachst nicht
vorgesehen. Initial im Grampraparat als monomikrobiell deklarierte Blutkulturen, die
sich aber im Anschluss in der Diagnostik als polymikrobiell herausstellten, betrafen
acht der insgesamt 148 untersuchten Blutkulturen (£ 5,4 %). Da sie aber in der
Routinediagnostik von Blutkulturen immer wieder vorkommen, wurden die Ergebnisse
im Rahmen dieser Arbeit mit analysiert. Generell wiesen sich FilmArray® und ePlex®
als limitiert gut einsetzbar bei polymikrobiellen Blutkulturen aus. Im Keimspektrum
enthaltene Bakterien wurden mit hoher Zuverlassigkeit erkannt. Beim FilmArray®
waren dies 13 der 14 im Goldstandard identifizierten Bakterien (93 %), welche
meistens jedoch auf Genusebene identifiziert wurden (Oberhettinger et al., 2020). In
lediglich zwei Blutkulturen gab das ldentifizierungsergebnis den Hinweis auf mehr als
ein Isolat, was vor allem auf das haufige Vorkommen zweier unterschiedlicher Spezies
an CoNS oder Streptokokken zurickzufliihren war. Bei diesen Gruppen wird im
FilmArray® keine tiefere Identifizierung ermdglicht. Auch beim ePlex® ware in diesen
Fallen, trotz Speziesidentifizierung von S. epidermidis und zusatzlichem Erkennen von
S. constellatus als Mitglied der S. anginosus Gruppe, kein Nachweis des Vorliegens
mehrerer Bakterien ohne weiteren Kontext moglich gewesen, da das jeweils andere
Bakterium nur auf der entsprechenden Genusebene angegeben werden konnte. Bei
einer Blutkultur wurde vom FilmArray® das zusatzliche grampositive Bakterium
(Streptococcus sp.) nicht identifiziert, was zu einer geringen Quote der vollstandigen
Identifikation von nur 50 % bei den erkennbaren Blutkulturen mit sowohl grampositiven
als auch gramnegativen Bakterien fuhrte. In der kulturbasierten Diagnostik zeigte sich
ein sehr langsames Wachstum des betreffenden S. constellatus mit nur wenigen
Kolonien, bis zur ID durch MS dauerte es mehr als neun Tage. Es lasst sich daher

vermuten, dass eine nur sehr geringe Konzentration dieses Bakteriums in der
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Blutkultur vorlag (Oberhettinger et al., 2020). Beim ePlex® hatte keine Testung in der
Kassette fur grampositive Bakterien stattgefunden, allerdings wurde in der BCID-GN
ein PAN-Target erkannt. Ob die Sensitivitat auch fur die Identifizierung des Genus oder
sogar der S. anginosus Gruppe ausreichend gewesen ware, lasst sich daher nicht
beurteilen. Hierfur sind weitere Studien notwendig, bei denen der Fokus mehr auf
polymikrobiellen Blutkulturen liegt. Dies ist insbesondere interessant, da einige
Autorlnnen Schwachen bei der Identifizierung aller detektierbaren Isolate aus positiven
Blutkulturen bei beiden Systemen beobachteten (Banerjee et al., 2015; Blaschke et
al., 2012; Huang et al., 2019; Ward et al., 2015), wahrend andere Autorlnnen auch bei
polymikrobiellen Blutkulturen eher von guten Ergebnissen berichteten (Fiori et al.,
2016; Peker et al., 2018). Das ePlex® erkannte in der hier prasentierten Studie alle
zwolIf (100 %) im jeweils verwendeten BCID-Spektrum detektierbaren Bakterien auf
Familienebene und abgesehen von P. mirabilis in einer Mischkultur auch alle (finf von
sechs) abgedeckten Spezies. Das PAN-Target erwies sich bei den beiden
Mischkulturen als zuverlassig und ermdglichte somit bei allen betreffenden
Blutkulturen den Hinweis auf das Vorliegen mehrerer Arten von Erreger. In der
Blutkultur mit F. nucleatum und D. pneumointens wurde das PAN-Target hingegen
nicht erkannt (Oberhettinger et al., 2020). Interessanterweise wurden die beiden
gramnegativen Stabchenbakterien auch im Grampraparat nicht als gramnegativ,
sondern grampositiv gewertet. In Zusammenschau mit der verhaltnismaRig langen
Kulturzeit bis zur ldentifizierung via Massenspektroskopie (mehr als zwei Tage bei F.
nucleatum, mehr als drei Tage bei D. pneumointens) spricht auch dies wiederum fur
eine, moglicherweise aufgrund niedriger Dichte an Bakterien, eher ungeeignete
Blutkultur fur die molekulare Schnelltestung. Generell waren auch mehr Daten zur
Bewertung der Zuverlassigkeit und des diagnostischen Wertes des PAN-Targets in
zuklnftigen Datenerhebungen winschenswert. Im direkten Vergleich mit dem
FilmArray® liegt mdglicherweise ein Vorteil im ,All-in-One“-Konzept des FilmArray®
BCID, welches weniger Ressourcen verbraucht und unter Umstanden schneller zu
eindeutigeren Ergebnissen bei polymikrobiellen oder hinsichtlich des Grampraparates
nicht sicher zuordenbaren Blutkulturen gelangt. Sicherlich werden fur die Fahigkeit,
alle Organismen in einem Testansatz abzudecken, Abstriche bezliglich der GroRe des
gesamten Keimspektrums in Kauf genommen. Inwieweit diese jedoch im Einsatz

klinisch relevant sind, ist unter anderem stark von den lokalen Erregermustern und
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auch den angebundenen Abteilungen abhangig. Fur unser Institut wird dies genauer
in Kapitel 4.7 erortert.

Hinsichtlich polymikrobieller Blutkulturen konnten fir das PhenoTest™ BC Kit im
getesteten Umfang keine Vorteile eruiert werden, da es nur mit der Kassette fur
gramnegative Bakterien genutzt wurde und in der Studie keine Blutkulturen mit mehr
als einem gramnegativen Isolat vorkamen. Im Keimspektrum enthaltene,
gramnegative Bakterien wurden jedoch in zwei von zwei Fallen problemlos erkannt,
unabhangig vom Vorliegen weiterer Bakterien. Diese Beobachtung deckt sich mit den
Ergebnissen in der Studie von Marschall und Kollegium (Marschal et al., 2017) und
spricht dafur, dass das zusatzliche Vorhandensein von anderen Bakterien die
Identifikation der im PhenoTest™ BC Kit abgebildeten, gramnegativen Bakterien nicht
stort. Andere Autorlnnen beobachteten auch bei zusatzlicher Verwendung des BC Kit
fur grampositive Bakterien eine eher geringe Sensitivitat flr polymikrobielle
Blutkulturen (Descours et al., 2018; Lutgring et al., 2018). Eine mogliche Erklarung fur
die oftmals beschriebenen Schwierigkeiten der molekularen Schnelltestsysteme bei
polymikrobiellen Blutkulturen ware ein potenziell vorliegender Konzentrationsgradient
zwischen den verschiedenen Pathogenen. So ware es denkbar, dass ein im
Wachstum dominanter Erreger die Positivmeldung der Blutkultur triggert, wahrend
andere Erreger noch in deutlich geringer Dichte vorliegen. Diese konnten dann noch
unterhalb der Sensitivitatsschwelle der molekularen Methoden liegen, wahrend eine
selektive Kultur nach einem unter Umstanden prolongierten Zeitraum die Identifikation

dieser Bakterien ermdglichen wirde (Blaschke et al., 2012).

Die Reprasentativitat der Daten in dieser Studie ist aufgrund des weiter oben bereits
erwahnten Designs fur polymikrobielle Blutkulturen nicht direkt aussagekraftig.
Einerseits sind wenige solcher Blutkulturen eingeschlossen, andererseits bilden diese
eine spezielle Population, im Grampraparat nicht als polymikrobiell erkennbarer
Blutkulturen, ab. Eine Ursache hierfur ist das Vorliegen von morphologisch und auch
teils phylogenetisch ahnlichen Bakterien in zumindest vier (50 %) der polymikrobiellen
Blutkulturen, die sich auch in der jeweiligen Pathogenitat und Behandlung nicht
wesentlich unterscheiden. Aullerdem wurden beim ePlex® dem Studienprotokoll
entsprechend keine PAN-Targets weiterverfolgt. Aufbauende Studien, mit einem auch
auf polymikrobielle Blutkulturen fokussiertem Ablauf, sollten durchgeflhrt werden,

besonders da polymikrobielle BSI mit tendenziell schlechteren Therapieergebnissen
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und langeren Behandlungsdauern bei betroffenen Patienten einhergehen (Lee et al.,
2017; Pavlaki et al., 2013; Sancho et al., 2012).

4.5) Analyse der Testung auf antimikrobielle Suszeptibilitat und Resistenzgene

Da BSI nicht selten durch spezifische Pathogene mit Resistenzen gegenlber den
entsprechenden Erstlinienantibiotika ausgelost werden, ist ein zeitnaher und sicherer
Informationsgewinn diesbezliglich oft ebenso wichtig, wie die ldentifikation des
Pathogens selbst. Bisherige Goldstandardmethoden sind allesamt von einem in vitro
Wachstum der Isolate in Subkulturen abhangig. Vorlaufige Antibiogramme, die direkt
aus den positiven Blutkulturen gefertigt werden, sind einerseits zeitlich vom Wachstum
der Keime abhangig und andererseits nicht standardisiert. In den letzten Jahren gelang
es, genetische Marker fur haufige Resistenzgene zu identifizieren, mecA und
vanA/vanB sind die prominentesten Beispiele. Das Screening nach diesen Genen
mittels oftmals laboreigenen PCR wird seit langerer Zeit in vielen mikrobiologischen
Laboren bei morphologischem Verdacht auf Staphylokokken oder Enterokokken direkt
aus positiven Blutkulturen durchgefuhrt. Die Methode ist jedoch von vorhandenem
Personal abhangig, wobei in der Regel der Ansatz des Tests einmal pro Tag und nicht
kontinuierlich erfolgt. Molekulare Schnelltestsysteme wie das ePlex® und das
FilmArray® setzten genau auf diese Methode und automatisieren den Ablauf, was mit
geringerem technischem und personellem Aufwand einhergeht. Die Ergebnisse
hinsichtlich mecA zeigten bei beiden Systemen eine hohe Zuverlassigkeit von 100 %
zum Ausschluss einer Oxacillinresistenz. Ebenso wurde bei den meisten gegenuber
Oxacillin resistenten Staphylokokken mecA nachgewiesen. Lediglich ein Isolat der
Spezies S. epidermidis (3 %) wurde vom FilmArray® falschlicherweise als negativ fur
mecA berichtet (Oberhettinger et al., 2020). Bei dem Oxacillin-resistenten S. hominis,
bei dem alle PCR-Varianten keinen Nachweis von mecA oder mecC erbrachten, liegt
die Vermutung nahe, dass ein anderer Mechanismus der Resistenz zugrunde lag. Dies
zeigt, dass Resistenzgene generell zwar gute Marker fur das Vorliegen der

entsprechenden Resistenz sind, jedoch nicht vollstandig die AST ersetzen kdnnen.
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Bei den Resistenzgenen fiir eine Vancomycinresistenz lagen beide Systeme in allen
Fallen richtig, wobei hinsichtlich der Sensitivitdt zu beachten ist, dass nur ein VRE
(11 % aller Enterokokken) im Rahmen der Studie auftrat (Oberhettinger et al., 2020).

Wesentliche Unterschiede zeigten ePlex® und FilmArray® bei den fur gramnegative
Bakterien zur Verfigung stehenden Markern: Wahrend FilmArray® nur KPC zur
Verfugung stellt, bringt das ePlex® hier mit einem wesentlich breiteren Spektrum
potenzielle Vorteile bei der Erkennung von ESBL sowie auch von Metallo-f3-
Laktamasen, welche bei klinisch wichtigen Nonfermentern oftmals vorliegen. In dieser
Studie konnte dabei nur ein Vorteil durch den beim ePlex® zusatzlichen Test auf den
ESBL-Marker CTX-M eruiert werden, welcher bei allen drei Enterobacterales mit
einem entsprechenden Resistenzmuster positiv war und so eine hohe Sensitivitat
suggeriert. Auch in der Studie von Huang und Kollegium wurden sehr verlassliche
Ergebnisse bei der Testung auf die unterstitzten Resistenzgene bestatigt, hier wurden
funf von funf CTX-M-Typ ESBL erkannt (Huang et al., 2019). Auch hier kam CTX-M
nur bei Enterobacterales vor. Generell spielt CTX-M bei P. aeruginosa eine
untergeordnete Rolle (persdnliche Kommunikation mit Apl. Prof. Dr. S. Peter), dennoch
testet das ePlex® bei dieser Spezies. Inwieweit CTX-M als einziger ESBL-Marker
tatsachlich weite Teile des lokalen Erregerspektrums erfassen kann, bleibt ebenfalls

durch weiterfihrende Studien zu eruieren.

Enterobacterales mit Carbapenemresistenz kamen in der Studie nicht vor, sodass der
im Assay enthaltene Nachweis des KPC-Genes nicht beurteilt werden konnte. Ein
P. aeruginosa zeigte zwar eine Resistenz gegenuber Imipenem, nicht jedoch
gegenuber Meropenem. Zudem wurden KPC-positive P. aeruginosa bislang am
Institut fur Medizinische Mikrobiologie und Hygiene des UKT noch nicht beobachtet
(personliche Kommunikation mit Apl. Prof. Dr. S. Peter). Generell ist der Nachweis von
Carbapenemresistenzen bei gramnegativen Bakterien am UKT, wie auch an
vergleichbaren akademischen Krankenhdusern der Maximalversorgung in
Deutschland und Europa, derzeit noch sehr selten (Katchanov et al., 2018;
Oberhettinger et al., 2020; Pfeifer et al., 2010). Von dem alleinigen Testen auf KPC bei
gramnegativen BSI im FilmArray® ist aus epidemiologischer Sicht daher aktuell wenig
Zusatzgewinn hinsichtlich Resistenzen bei solchen BSI zu erwarten. Das ePlex®
dagegen deckt die am meisten verbreiteten, Carbapenemresistenzen vermittelnden,
Gene ab (Nordmann et al., 2011; Oberhettinger et al., 2020). Anhand der in dieser
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Arbeit gewonnen Daten sowie auch der belgischen ePlex® Evaluation (Huang et al.,
2019) koénnen jedoch, aufgrund der lokal niedrigen Pravalenz von Carbapenemase-
bildenden Bakterien in BSI, keine Aussagen Uber die Qualitat der Tests getroffen
werden. FUr eine solche Beurteilung wurden Langzeitbeobachtungen oder Daten aus

Regionen mit hoheren Pravalenzen nétig sein.

Das AST-Profil eines Isolates, aufgrund dessen Therapieentscheidungen getroffen
werden, kann, wie bereits oben erwahnt, jedoch insbesondere bei gramnegativen
Bakterien nicht sicher Uber die Testung einer begrenzten Anzahl an Resistenzgenen
vorausgesagt werden (Lutgring et al, 2018). Beispielsweise werden
Carbapenemresistenzen, insbesondere bei dem haufigen BSI Erreger E. coli, in
teilweise Uber 50 % durch andere Mechanismen als den oben beschriebenen,
genetisch nachweisbaren Carbapenemasen hervorgerufen (Nordmann and Poirel,
2019). Dies stellt eine der wohl noch schwerwiegendsten Limitationen der multiplex
PCR-basierten Systeme in der BSI Diagnostik dar. Accelerate Diagnostics setzt mit
dem Pheno® dagegen auf eine Methode, die mittels automatisierter, digitaler
Fluoreszenzmikroskopie in Echtzeit in vitro AST fur viele relevante Antibiotika
innerhalb weniger Stunden ermaoglicht. Dabei zeigten sich gute Ergebnisse bezuglich
der Kategorie-Ubereinstimmung mit der Goldstandardmethode VITEK® 2 AST. In
dieser Studie lag sie bei 93 % und deckt sich damit gut mir den Ergebnissen ahnlicher
Studien (Brazelton de Cardenas et al., 2017; Charnot-Katsikas et al., 2018; Descours
et al., 2018; Lutgring et al., 2018; Marschal et al., 2017). Bei der niedrigeren Fallzahl
an im Pheno® getesteten Blutkulturen in dieser Arbeit ist die Mdglichkeit zur Ableitung
von Aussagen bezuglich konkreter Schwachen limitiert. Dies lag auch nicht im
zentralen Fokus der vorliegenden Studie und wurde in vorangegangen Arbeiten, unter
anderem am Institut fir Medizinische Mikrobiologie und Hygiene des UKT, genauer
evaluiert. Hier zeigten sich am ehesten bei Enterobacterales und P. aeruginosa
Diskrepanzen zwischen Pheno® und Goldstandard (Descours et al., 2018; Marschal
et al., 2017). Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurden bei dem getesteten P.
aeruginosa insgesamt drei schwerwiegende Fehler gefunden, die alle mittels E-Test
bestatigt wurden und in dieser Konstellation eine Ubertherapie mit Reserveantibiotika
triggern hatten konnen. Da nur ein einziger P. aeruginosa getestet werden konnte, ist
die Aussagekraft dennoch stark begrenzt. Descours und Kollegium berichten
allerdings ebenso von einer schwacheren Leistung des Pheno® bei P. aeruginosa und

hinsichtlich B-Laktamen, wie Ceftazidim, Cefepim und Piperacillin-Tazobactam,
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welche im Rahmen einer neuen Software-Version (v1.3.2) verbessert werden sollen
(Descours et al., 2018). Gezielte Studien diesbeziglich unter Nutzung der neuen
Software-Version bleiben abzuwarten. In diesem Rahmen ware sicher auch die
Evaluation der Leistung des PhenoTest™ BC Kit hinsichtlich Colistin und Amikacin
AST interessant, da bisher keine BSI-Erreger mit Vergleichsantibiogrammen aus der

kulturbasierten Goldstandarddiagnostik untersucht wurden.

Eine erneute Testung diskrepanter Ergebnisse zwischen Pheno® und Laborstandard
AST-Methode, ahnlich wie in unserer Studie mittels E-Test erfolgt, wurde auch von
Descours und Kollegium (VITEK® 2) (Descours et al., 2018) sowie Lutgring und
Kollegium (MicroScan WalkAway®-96 plus, Beckman Coulter Diagnostics, USA)
(Lutgring et al.,, 2018) in vergleichbarer Form durchgefihrt. Dabei zeigten sich
ebenfalls bei beiden Methoden Diskrepanzen der Kontrollmethode im Vergleich mit
dem Goldstandard, wobei gegenuber dem VITEK® 2 das Pheno® deutlich schlechter
abschnitt (Descours et al., 2018). Gegenuber dem MicroScan hingegen konnte bei
sehr schwerwiegenden Fehlern haufig das Pheno®-Ergebnis bestatigt werden,
wahrend bei schweren Fehlern das Ergebnis des MicroScan als Standardmethode
meist bestatigt wurde. Eine mogliche Ursache fur das Auftreten solcher Diskrepanzen,
welche dann auch nur uneinheitlich mittels erneuter Testung aufgeschlusselt werden
koénnen, ist das potenzielle Vorliegen von mehreren Stammen, die sich hinsichtlich
ihrem Resistenzverhalten unterscheiden, morphologisch jedoch auf der Agarplatte
nicht differenzierbar sind. Welcher Stamm fir die Diagnostik, beziehungsweise fur die
Archivierung abgenommen wird, ware dann zufallsbedingt. In solch einem Fall stellt
die Diagnostik direkt aus der positiven Blutkultur einen erheblichen Vorteil dar, da keine
Selektion in etwaigen Subkulturen erfolgt, sondern der tatsachliche Status innerhalb

der Blutkultur erfasst werden kann.

4.6) Beurteilung des Zeitgewinns durch molekulare Schnelldiagnostik

Mit einem durchschnittlichen Zeitgewinn von ca. 30 Stunden bei der Identifizierung von
137 monomikrobiellen Isolaten zeigten sich die Schnelltestsysteme erwartungsgemaf

klar Uberlegen. Dieses Ergebnis ist in Einklang mit dem von anderen Autorinnen
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gegenuber Standardmethoden beschriebenen Zeitgewinn von zwischen 23 und 42
Stunden (Bhatti et al., 2014; Brazelton de Cardenas et al., 2017; Charnot-Katsikas et
al., 2018; Lutgring et al., 2018; MacVane and Nolte, 2016; Marschal et al., 2017; Ward
et al., 2015). Besonders erwadhnenswert ist, dass bei S. aureus Isolaten bereits das
Vorliegen der Ergebnisse aus der laboreigenen PCR als Zeitpunkt der Identifizierung
durch den Goldstandard gewertet werden musste. Damit lagen Ergebnisse oft schon
nach funf bis sechs Stunden vor, was auch hier wiederum den eindeutigen Zeitgewinn
durch den kulturunabhangigen, molekularen Ansatz bestatigt. Da die laboreigenen
PCR technisch und personell aufwandiger sind, kénnen ePlex® und FilmArray® selbst
demgegenuber einen zusatzlichen Zeitgewinn von etwa vier Stunden ermdglichen,
wobei hinsichtlich der Zuverlassigkeit keine Abstriche gemacht werden missen (siehe
Kapitel 3.3.1 und 4.5). Aufgrund des Personalaufwandes werden die laboreigenen
PCR nur in den Kernarbeitszeiten durchgefuhrt. Auch diese Limitation kann beim
Einsatz der Schnelltestsysteme, der mit einer ,Hands-on-time*“ von zwei Minuten auch
ohne spezialisiertes Fachpersonal moglich ist, als Uberbrickbar angesehen werden.
Einen Einsatz Uber 24 Stunden an sieben Tagen die Woche scheint daher realisierbar.
Bei einem K. pneumoniae wurde ein weiterer Ausreiler hin zu kurzen
Identifizierungszeiten in der Standarddiagnostik mit einbezogen. Das bei dieser
Blutkultur nach nur vier Stunden vorliegende Identifizierungsergebnis kann durch eine
MALDI-TOF MS Identifizierung von bereits nach kurzer Subkultivierung gewachsenen,
kleinsten Kolonien entstanden sein. Dieses Vorgehen wird in unserem Routinelabor
nur selten angewendet, zeigte aber in Studien akzeptable Ergebnisse mit 70 % bis
80 % korrekter Identifizierungen und zahlt in anderen Laboren zur Routinediagnostik
(Huang et al., 2019; Kohlmann et al., 2015; Verroken et al., 2015). Huang und
Kollegium berichteten dennoch von demgegenuber teilweise mehr als drei Stunden
frGher erzielten Ergebnissen beim ePlex®. Die Schnelltestplattformen FilmArray®,
ePlex® und Pheno® sind also sowohl bezlglich Sensitivitat als auch der Zeit bis zum
Ergebnis Uberlegen. Eine andere Erklarung fur das frihzeitige Identifizierungsergebnis
dieses K. pneumoniae ware ein Fehleintrag in der EDV aufgrund des zu dieser Zeit
bereits vorliegenden und Ubermittelten Pheno® Ergebnisses. Aufgrund der erhobenen

Daten war keine der beiden Szenarien sicher nachvollziehbar.

Aussagen bezuglich Resistenzgenen konnten innerhalb weniger als zwei Stunden
durch ePlex® und FilmArray® getroffen werden. Dies spielt insbesondere an unserem

Institut, an welchem positive Blutkulturen mit Staphylokokken und Enterokokken
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Uberdurchschnittlich oft vorkommen (siehe Kapitel 3.6 und 4.7), eine wichtige Rolle.
Da die haufigsten klinisch relevanten Resistenzen bei diesen Genus durch mecA und
vanA/vanB hervorgerufen werden, kann die bei den Schnelltestsystemen im
Durchschnitt mehr als 24 Stunden vor dem endgultigen Antibiogramm vorliegende
Kenntnis uber diese Marker einen deutlichen Zusatznutzen darstellen. Dieser Vorteil
stellt auch gegenutber den nur innerhalb der Kernarbeitszeiten nach etwa funf bis
sechs Stunden vorliegenden Ergebnissen der laboreigenen PCR eine erhebliche

Verbesserung dar (unveroffentlichte eigene Daten).

Die Zeit bis zur verlasslichen Identifizierung und AST bei klassischen, phanotypischen
Methoden ist stark abhangig von der Wachstumsgeschwindigkeit und dem
Metabolismus des betreffenden Keims. In der Literatur wird meist eine
durchschnittliche Bearbeitungszeit von 48 bis 72 Stunden beschrieben (Banerjee et
al., 2015; Bauer et al., 2014; Buehler et al., 2016; MacVane and Nolte, 2016; Mancini
et al., 2010; Peters et al., 2004). Diese Studie zeigte ebenfalls einen Grol3teil der AST-
Ergebnisse nach 48 Stunden, wobei auch o6fters nach 20 bis 40 Stunden Ergebnisse
vorlagen (siehe Abbildung 3.11). Die Zeit bis zum AST-Ergebnis kann aber auch
beispielsweise im Falle schwer anzuchtbarer Mikroorganismen, wie Anaerobiern, und
auch bei polymikrobiellen Blutkulturen deutlich langer ausfallen. Diese waren im
Rahmen der vorliegenden Arbeit selten, beziehungsweise wurden nicht mit

ausgewertet.

Die durchschnittliche Zeitersparnis der Pheno® AST gegenuber der kulturbasierten
AST lag in dieser Arbeit bei 33 Stunden und 54 Minuten. Bei vergleichbaren Studien
wurden sogar Differenzen zwischen 40 und 48 Stunden beschrieben (Brazelton de
Cardenas et al., 2017; Charnot-Katsikas et al., 2018; Lutgring et al., 2018; Marschal et
al., 2017). Dies ist zum einen durch geringflgige Unterschiede in der Berechnung der
Zeiten erklarbar, zum anderen wurden im Rahmen dieser Arbeit nur monomikrobielle
Blutkulturen der Zeiten-Auswertung zugrunde gelegt. Bei anderen Autorlnnen wurden
auch polymikrobielle Blutkulturen mit einbezogen, bei denen oftmals mindestens eines

der Isolate ein verlangsamtes Wachstum zeigt.
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4.7) Reprasentativitat der Studie

Da in einer zeitlich begrenzten Studie, wie der hier zugrundeliegenden, nur eine
Momentaufnahme der tatsachlichen Bandbreite von Anforderungen an die neuen
Diagnostiksysteme erfasst werden kann, ist die Frage nach der Reprasentativitat der
Studie zu erortern. Um dies zu erleichtern, wurden die Isolate aus positiven
Blutkulturen in den zwei Jahren vor der Studie und dem gesamten Jahr, in welchem
die Studie selbst startete, retrospektiv erfasst. Dabei zeigte sich insgesamt ein durch
die Studie gut reprasentiertes Kollektiv. Die Abbildung der Anteile an grampositiven
Bakterien (71 % in der Studie, 70 % im Durchschnitt 2015 bis 2017), gramnegativen
Bakterien (25 % in der Studie, 26 % im Durchschnitt 2015 bis 2017) und Pilzen (jeweils
4 %) war sogar nahezu perfekt. Ebenso wurden in beiden Zeitrdumen 94 % der
grampositiven Bakterien von Staphylokokken, Enterokokken, Streptokokken und
Propionibakterien gebildet (vgl. Abb. 3.2 und 3.13B). Hierbei zeigte sich im Rahmen
der Studie eine leichte Uberreprasentation von Staphylokokken, wobei S. aureus in
der Studie 25,3 % und im Jahresdurchschnitt 20,3 % ausmachten. Die CoNS wurden

gleichermalen zu zwei Drittel durch S. epidermidis reprasentiert.

Bei den Enterokokken zeigten sich im Studienzeitraum wie auch in der Jahresstatistik
die deutliche Dominanz der Spezies E. faecium und E. faecalis, wobei Unterschiede
in der Haufigkeit der beiden Spezies eher gering ausfielen und sich zwischen Studie
und Statistik nicht deckten. Interessanterweise entspricht die geringe Pravalenz an
VRE in der Studie mit 11 % (n=1) exakt der in den drei Jahren beobachteten
Haufigkeit (insgesamt 26 von 237). Dabei muss jedoch beachtet werden, dass der
Anteil an VRE in den Jahren 2015 bis 2017 sukzessive zunahm. Alle VRE waren
E. faecium, die bekanntermallen besondere Problematik dieser Spezies

hervorhebend.

Die Streptokokken wurden im Rahmen der Studie wesentlich durch Viridans-Gruppe,
S. bovis Gruppe und S. pneumoniae reprasentiert, wobei S. pneumoniae gegenlber
den anderen Streptokokken nicht haufiger auftrat. In den Jahren 2015 und 2016 waren
Isolate von S. pneumoniae haufiger als solche mit anderen Streptokokkenspezies und
-gruppen. Im Jahre 2017 dagegen war S. pneumoniae seltener, allerdings zusammen
mit S. oralis dennoch eine der meistnachgewiesenen Spezies. Moglicherweise ist ein
Ruckgang der S. pneumoniae assoziierten BSI, sofern der beobachtete Rickgang
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eine Tendenz und keinen Ausreif3er darstellt, am ehesten als lokale Besonderheit
durch zwischenzeitlich héhere Durchimpfungsraten, insbesondere bei Risikopatienten,
zu erklaren. Aufgrund des Status von S. pneumoniae als obligates Pathogen bei
Blutkulturen im Gegensatz zu anderen a-hamolytischen Streptokokken, welche eher
als fakultative Erreger angesehen werden (Kreidl et al., 2019), ist die Ergénzung der
Keimspektren von ePlex® und FilmArray® allerdings als sinnvoll zu beurteilen. Uber
die Sensitivitat dieser Diskrimination lasst sich aufgrund der niedrigen Fallzahl von
Streptokokken und insbesondere S. pneumoniae (n = 1) keine Aussage treffen. Hierfur
werden in Zukunft weitere Datenerhebungen nétig sein, wobei vergleichbare Arbeiten
sowohl exzellente Sensitivitaten als auch Spezifitditen bei den nachweisbaren

Streptokokken auf beiden Plattformen zeigten (Altun et al., 2013; Huang et al., 2019).

Sowohl im Rahmen der Studie als auch in der retrospektiven Pravalenzbetrachtung
zeigen sich Propionibacterium sp. als haufig aus positiven Blutkulturen isolierte
Bakterien. Dabei zeigt sich in der Studie eine Unterreprasentation im Vergleich zur
Statistik 2015 bis 2017, bei der Propionibakterien sogar noch knapp haufiger als
Streptokokken isoliert wurden. Dies erhartet nochmals den in Kapitel 4.2 diskutierten
Vorteil des ePlex® BCID-GP durch die Fahigkeit zur Erkennung von P. acnes. Es
enthalt nur eine Sonde fur die Spezis P. acnes, dies ist jedoch an unserem Institut mit
> 75 % der am haufigsten isolierte Vertreter der Propionibakterien. In dieser Studie lag
der Anteil sogar bei 100 %, daher bleibt die Spezifitat fur P. acnes auf Speziesebene

zunachst unklar.

Die verbleibenden 6 % der jahrlich aus Blutkulturen isolierten grampositiven Bakterien
verteilen sich eher heterogen auf selten vorkommende, oftmals auch primar als
Kontaminanten geltende Genus und Spezies, was sich ebenfalls sehr gut mit den in

die Studie eingeflossenen Blutkulturen vereinbaren lasst.

Auch bei den gramnegativen Bakterien zeigte sich eine gute Ubereinstimmung der am
haufigsten aus positiven Blutkulturen isolierten Bakterien zwischen Studie und
Dreijahrespravalenz. Wahrend in der Pravalenz 83 % der gramnegativen Bakterien
von E. coli, Klebsiellen, Enterobacter und Pseudomonaden abgedeckt wurden, zeigte
das Studienkollektiv eine im Vergleich noch etwas heterogenere Verteilung, in welcher
75 % der Isolate durch diese einheitlich gut in den Keimspektiren der drei
Schnelltestsysteme erfassten Bakterien reprasentiert wurden. Der Unterschied ist im
Wesentlichen einerseits auf einen etwas geringeren Anteil an E. coli in der Studie und
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zum anderen auf eine dagegen eher hohe Rate an Anaerobiern der Familie
Bacteroides zurlckzuflhren. Diese lagen in den drei retrospektiv untersuchten Jahren
nie bei mehr als 2 % der Gesamtheit an Isolaten, in der Studie dagegen bei 8,3 %. Das
hdchste Auftreten von Isolaten an Bacteroides wurde im Jahre 2017, in welchem auch
die Studie startete, beobachtet. In den vorherigen Jahren waren mit jeweils einem

Isolat der Anteil vernachlassigbar gering (siehe hierzu auch Kapitel 4.3).

Vertreter der Serratien, hauptsachlich reprasentiert durch S. marcescens, zeigten
ebenfalls ein gegenuber den Vorjahren erhdhtes Auftreten (Anhang-Tabelle 4),
passend zu der leichten Uberreprasentation im Rahmen der Studie mit 5,6 %
gegenuber einem jahrlichen Durchschnitt von etwa 3 %. Serratia marcescens wird von

den Keimspektren aller drei Schnelltestsysteme erkannt.

Die beiden den Enterobacterales zugehdrigen Familien Citrobacter und Proteus
zeigten in der retrospektiven Betrachtung mit einem konstanten jahrlichen Anteil von
zwischen 3 % bis 4 % eine Rolle, welche in der Studie nicht abgebildet wurde.
Lediglich in einer polymikrobiellen Blutkultur konnte ein P. mirabilis vom ePlex® nicht
identifiziert werden, wahrend das FilmArray® und Pheno® zumindest den Genus
erkannten. So kann jedoch aus den vorliegenden Daten keine Aussage Uber die
Sensitivitat bei diesen zum Grolteil in den Keimspektren der drei evaluierten Systeme
abgedeckten Familien getroffen werden. Daten anderer Autorlnnen suggerieren
allerdings in der Zusammenschau eine gute Sensitivitat fir Proteus und Citrobacter
beim Pheno® und ePlex® (Huang et al., 2019; Lutgring et al., 2018; Marschal et al.,
2017; Pancholi et al., 2018), sowie fir Proteus beim FilmArray® (Altun et al., 2013;
Salimnia et al., 2016).

Generell war die Fallzahl an gramnegativen Bakterien in der vorliegenden Studie
geringer als die der grampositiven, sodass als Konsequenz auch die Reprasentativitat
etwas geringer ausfallen kann. Eine weitere Erklarung waren mogliche Hinweise auf
eine erhohte Dynamik beim Spektrum der gramnegativen BSI-Erreger, die am Institut
fur Medizinische Mikrobiologie und Hygiene des UKT isoliert werden. Um dies genauer

zu beurteilen, waren Betrachtungen Uber langere Zeitspannen notwendig.

Von den 126 aus positiven Blutkulturen isolierten Pilzen in den Jahren 2015 bis 2017
handelte es sich in 75 % um C. albicans und C. glabrata, welche zwei Drittel der
identifizierten Pilze in der dieser Arbeit zugrundeliegenden Studie ausmachten. Die

Dominanz dieser beiden Spezies bei Pilz-assoziierten BSI, wird auch in internationalen
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Arbeiten mit wesentlich grélReren, zugrundeliegenden Datensatzen beschrieben
(Diekema et al.,, 2012; Wisplinghoff et al., 2014). Alle im Rahmen der Studie
aufgetretenen Pilze waren in den Keimspektren beider Systeme enthalten und wurden
korrekt identifiziert. Bei einer geringen Datenmenge, die zwar die relative Haufigkeit
von Pilzen in positiven Blutkulturen an unserem Institut sehr gut reprasentiert,
allerdings mit Vorsicht bezlglich der Aussagekraft betrachtet werden muss, ist der
Vergleich zur Statistik hier besonders interessant. Die gro3en Gruppen an Pilzisolaten
(siehe Abbildung 3.15) werden von beiden Schnelltestsystemen abgedeckt. Bei den
selten auftretenden Pilzen in den Jahren 2015 bis 2017 waren nur zwei Pilze (Candida
catenulata und Saccharomyces cerveciae) nicht im Keimspektrum des ePlex®
enthalten, wodurch theoretisch eine Abdeckung von 98 % erreicht werden hatte
konnen. Das FilmArray® Spektrum enthielt, trotz der gegenuber dem ePlex® deutlich
reduzierten Bandbreite, 94 % der Isolate. Dabei ist zu erwahnen, dass alle nicht
abgedeckten Spezies nur jeweils einmal oder zweimal im betreffenden Jahr vorkamen.
Diese Betrachtung spricht fir eine sehr geeignete Auswahl der detektierbaren
Pilzspezies in beiden Systemen, was auch aus den Beobachtungen in anderen
Arbeiten hervorgeht (Fiori et al., 2016; Huang et al., 2019; Salimnia et al., 2016).

Die in dem Studienzeitraum nachgewiesenen Bakterien und Pilze spiegeln somit das
lokale Erregerspektrum sehr gut wider, was von allen drei Schnelltestsystemen in
adaquater Weise abgedeckt wurde. Im gramnegativen Bereich kann so eine
Abdeckung des Spektrums von etwa 90 % erwartet werden, mit dabei vermutlich
geringen Einbul3en des FilmArray® durch das Fehlen von Citrobacter im BCID. Diese
Annahme ist vereinbar mit den in einer franzosischen Studie zur Evaluation des
Pheno® mit grolierer Datenmenge genannten Zahlen (Pantel et al., 2018). Auch bei
den grampositiven Bakterien ist eine Abdeckung des am Institut fir Medizinische
Mikrobiologie und Hygiene des UKT vorkommenden Keimspektrums aus positiven
Blutkulturen von mehr als 80 % beim FilmArray® zu erwarten. Durch die zur Verfugung
stehende Identifikation von Kontaminanten wie unter anderen P. acnes kdnnte das
ePlex® sogar uber 90 % der anfallenden grampositiven Isolate erkennen. Huang und
Kollegium beschreiben diesbezlglich eine Abdeckung der BSI verursachenden
Mikroorganismen von mindestens 98 % in Belgien, wobei nicht hervorgeht, ob nur
manifeste BS| oder auch potenziell kontaminierte Blutkulturen in diese Einschatzung

miteingingen (Huang et al., 2019).
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Die Erhebung der Daten zur Erstellung der hier zugrunde liegenden Statistik weist
potenziell technisch bedingte Quellen fur Ungenauigkeiten auf. Anhand der getatigten
Datenbankabfrage werden Ergebnisse, die in SWISSLAB erscheinen, aufgezahlt und
zusammengefasst. Da bei polymikrobiellen Blutkulturen mehrere Ergebnisse (Isolate)
gezahlt werden, ohne dass ein Rickschluss auf die genaue Anzahl der
Blutkulturflaschen mdglich ist, kann keine genaue Angabe zur Gesamtzahl an
positiven Blutkulturen gemacht werden. Zudem ist ein weiterer Storfaktor, dass bei
Patienten mit mehreren positiven Blutkulturen mit demselben Keim nur jeweils eine
davon gezahlt wurde. Diese Diskrepanzen beeinflussen allerdings nicht die
Zusammensetzung des Keimspektrums, sodass sie fur die hier durchgeflhrte Analyse

akzeptiert wurden, um die Abdeckung des Keimspektrums zu beurteilen.

4.8) Zusammenfassende Bewertung und Ausblick

Die Zeit zur adaquaten antiinfektiven Behandlung von Patienten mit symptomatischen
BSI, insbesondere im Falle einer Sepsis und beim septischen Schock, entscheidet
malfdgeblich Uber den Therapieerfolg, die Dauer des Krankenhaltaufenthaltes sowie
die resultierende Morbiditat und Mortalitat (Kumar, 2014; Kumar et al., 2006; Rhodes
et al.,, 2017). Aus diesem Grund ist die Entwicklung und der Einsatz von neuen
Methoden und Geraten zur beschleunigten Diagnostik bezlglich Erreger und
Resistenzlage von groRem klinischem und wissenschaftlichem Interesse. Beim
Verdacht auf eine Sepsis sollte die empirische Therapie bereits innerhalb der ersten
Stunde eingeleitet werden und dabei moglichst ein breites Spektrum an in Frage
kommender Erreger abdecken (Lee et al., 2017; Rhodes et al.,, 2017), da
bekanntermallen die Mortalitat in den ersten Stunden nach der Manifestation einer
Sepsis ohne adaquate Antibiotikatherapie linear ansteigt (Ferrer et al., 2014; Kumar et
al., 2006). Die empirische Therapie kann also allein aufgrund der Dauer bis zum
Vorliegen der positiven Blutkultur, die in der Regel erst frihestens am Beginn einer
symptomatischen BS| abgenommen wird, nicht durch Blutkulturabhangige Methoden
direkt adressiert werden. Verschiedene Ansatze fur die proteomische oder molekulare
Diagnostik direkt aus Patientenblut werden zwar erprobt, Hinweise auf eine zu geringe

Sensitivitat sowie hohe Kosten und das Fehlen von standardisierten Vorgehensweisen
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flhren jedoch zu einem aktuell geringeren Stellenwert dieser Herangehensweise fur
den breiten Einsatz im klinischen Routinearbeitsablauf (Martinez and Wolk, 2016;
Peker et al., 2018; Ramanan et al., 2018; Rodel et al., 2016). Um jedoch eine
Verkurzung der Zeit bis zur gezielten Therapie zu erreichen, konnen die hier
untersuchten Methoden zur Schnelldiagnostik direkt aus positiven Blutkulturen einen
wesentlichen Beitrag leisten. Verschiedenen Studien zufolge werden bis zu 40 % der
Patienten mit BSI bis zum Vorliegen der mikrobiologischen Ergebnisse durch die
empirische Therapie initial nicht korrekt behandelt (Buehler et al., 2016). Dies zeigt,
dass haufig eine Deeskalation oder Eskalation der empirischen Therapie durch die
sichere Identifizierung des Erregers und dessen Resistenzmuster notwendig ist. Der
deutliche Zeitgewinn von molekularen Schnelltestsystemen gegenuber derzeitigen
Standardmethoden, bei zudem hoher Sensitivitat und guter Abdeckung der lokalen
Erregerspektren, konnte in dieser Arbeit am Institut fir Medizinische Mikrobiologie und
Hygiene des UKT veranschaulicht werden. Ahnlich vielversprechende Ergebnisse mit
den untersuchten Schnelltestsystemen an anderen Kliniken und auch aus
multizentrischen Studien, wie sie der Literatur zu entnehmen sind, bestatigen die hier
gezeigten Beobachtungen. Dabei offenbaren die Daten auch Vor- und Nachteile der
einzelnen Gerate, welche fur einen geplanten Kklinischen Einsatz zur
Entscheidungsfindung beitragen kdnnen und gegebenenfalls den kritischen Umgang
mit den Ergebnissen erleichtern. ldealerweise wirden auflerdem nachgewiesene
Schwachstellen der Systeme einen Anreiz fur gezielte Anpassungen und

Verbesserungen durch die Hersteller darstellen.

Die Aussagekraft dieser Arbeit beinhaltet verschiedene Einschrankungen. So kamen
einige wichtige BSI-Erreger zu selten im Zeitraum der Studie vor, um fundierte
Aussagen zur Sicherheit der Systeme bei diesen treffen zu konnen. Betroffen waren
dabei besonders P. aeruginosa und S. pneumoniae, aber auch seltenere Erreger von
BSI. Des Weiteren war die Fallzahl an (multi-)resistenten Bakterien gering, was zwar
die lokale Situation widerspiegelt, allerdings auch hier die Beantwortung von Fragen
bezlglich der Sensitivitat und Spezifitdt nur eingeschrankt zulasst. Dies betrifft
besonders multiresistente, gramnegative Bakterien und VRE. Es sind weitere Daten
fur bessere Einschatzungen diesbezlglich notwendig. Solche kdnnen einerseits Uber
entsprechende  Langzeitbeobachtungen  generiert werden, eine andere
Herangehensweise konnte allerdings auch die Herstellung kunstlicher Blutkulturen mit

archivierten Erregern dieser Art sein. Ein solches als ,Spiking“ oder ,Seeding”
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bezeichnetes Vorgehen wurde in anderen Studien angewandt (Pancholi et al., 2018;
Pantel et al., 2018; Salimnia et al., 2016) und ein entsprechendes Protokoll konnte

bereits an unserem Institut etabliert werden.

Relevante Faktoren, die im Rahmen dieser Arbeit nicht adressiert wurden, sind die
entstehenden Kosten durch den Einsatz solcher Schnelltestsysteme und der
tatsachliche Zeitgewinn durch einen moglichen 24/7-Einsatz der Gerate. Dabei
erzwingen die aktuell noch erheblichen Kosten der Systeme eine grindliche Kosten-
Nutzen-Abwagung, insbesondere an Zentren, denen keine Drittmittel zur Verfugung
stehen. Dagegen konnte der Zeitgewinn bei moglicherweise gleichzeitiger Einsparung
von Fachpersonal noch deutlicher ausfallen, wenn Schnelltestsysteme rund um die

Uhr und unabhangig von Kernarbeitszeiten im Einsatz waren.

Die kulturabhangige Standarddiagnostik kann derzeit nicht von Schnelltestsystemen
ersetzt werden (Peker et al., 2018), was schon durch die eingeschrankten
Keimspektren und der bei den beiden PCR-basierten Systemen fehlenden Fahigkeit
zur Generierung eines aussagekraftigen Antibiogrammes zu erwarten ist. Der in dieser
Arbeit evaluierte Algorithmus erscheint aufgrund der erzielten Ergebnisse aber als eine
sehr sinnvolle Erganzung der kulturbasierten Diagnostik. So kdnnen
Identifizierungsergebnisse, mit im gramnegativen Bereich sogar doppelter Sicherheit,
frihzeitig Ubermittelt werden und Anpassungen der Therapie, falls notig, auch noch
bei einem Versagen der Schnelldiagnostik aufgrund der kulturabhangigen Ergebnisse
nachher erfolgen. Da Resistenzen bei wichtigen grampositiven Bakterien, abweichend
von den meist durch mecA und vanA/B erkennbaren, besonders am Institut fur
Medizinische Mikrobiologie und Hygiene des UKT selten sind, wird vermutlich die
Einleitung von passenden, gezielten Antibiotikatherapien in vielen Fallen von
grampositiven BSI anhand der Diagnostik mittels ePlex® oder FilmArray® erfolgen
kénnen. Im komplexeren, gramnegativen Bereich hingegen, koénnen die AST-
Ergebnisse des Pheno® bereits zu den frihzeitigen Optimierungen der geeigneten
Antibiotikatherapien fuhren, welche eher seltener aufgrund der im ePlex® und

besonders im FilmArray® gescreenten Resistenzgene moglich waren.

Inwieweit sich durch diesen Algorithmus Mortalitat, Morbiditat, die Lange des

Krankenaufenthalts, Therapiekosten und andere wichtige Determinanten beeinflussen

lassen, bleibt Gegenstand weiterer Untersuchungen. Verschiedene Studien haben

bereits den Einfluss einiger molekularer Schnelldiagnostikplattformen auf die
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genannten Parameter im klinischen Einsatz untersucht und dabei besonders im
Zusammenhang mit einem ,Antibiotic Stewardship Programm® wesentliche Vorteile
aufzeigen konnen (Banerjee et al., 2015; Bauer et al., 2014; MacVane and Nolte,
2016). Dabei wurde vor allem eine friihzeitige Deeskalation von Breitbandantibiotika
als wesentlicher, glnstiger Effekt der Nutzung von molekularer Schnelldiagnostik
erfasst. Die Tatsache, dass unter anderem in der kontrolliert randomisierten Studie von
Banerjee und Kollegium (Banerjee et al., 2015), keine signifikante Uberlegenheit
hinsichtlich solcher Endpunkte wie Lange des Krankenhausaufenthaltes, Mortalitat
und Kosten gezeigt werden konnte, ist sehr wahrscheinlich dadurch begrindet, dass
auch die kalkulierte Behandlung mit Breitbandantibiotika in vielen Fallen effektiv ist.
Generell hat aber bereits die Deeskalation der empirischen Therapie bei kritisch
kranken Patienten mit BSI, selbst wenn diese adaquat fur den Erreger war, einen
positiven Effekt auf die Mortalitat (Garnacho-Montero et al., 2014). AuRerdem konnte
auf lange Sicht ein reduzierter, unnétiger Einsatz von Breitbandantibiotika eine
bessere Kontrolle von weiteren Resistenzentwicklungen gegen diese sehr wichtigen
Wirkstoffe zur Folge haben. Die Ergebnisse weiterer, groRerer Datenerhebungen unter
dem hier vorgestellten Diagnostikalgorithmus im klinischen Einsatz, sollten in Zukunft
interessante Rulckschlisse auf den tatsachlichen Nutzen der vorgestellten
Schnelltestsysteme fir die Patienten, das behandelnde Personal und die

Wirtschaftlichkeit der Kliniken zulassen.
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5) Zusammenfassung

Blutstrominfektionen (BSI) sind ein ernstzunehmendes medizinisches Problem mit
weltweit hoher Inzidenz und, auch in Zeiten moderner antiinfektiver Therapien,
besorgniserregender Morbiditat und Mortalitat. Besonders bei den haufig durch BSI
ausgelosten Symptomkomplexen Sepsis und septischer Schock ist eine frihzeitige
Identifikation der verursachenden Pathogene und die Bestimmung deren
Empfindlichkeit gegenuber den zur Verfugung stehenden Antibiotika fur eine
erfolgreiche, gezielte Therapie wegweisend. Derzeit gangigste, kulturbasierte
Standardmethoden zur Identifizierung und Empfindlichkeitstestung (AST)
beanspruchen viel Zeit. Eine wertvolle Erganzung zu dieser Routinediagnostik kbnnen
daher Uberwiegend molekularbasierte Plattformen darstellen, welche die Moglichkeit
zur schnelleren und direkt aus bewachsenen Blutkulturflaschen durchflhrbaren
Diagnostik bieten. Die auf dem Konzept der multiplex Polymerase-Kettenreaktionen
(PCR) beruhenden Schnelltestsysteme Biofire FilmArray® und Genmark ePlex®
ermaoglichen eine ldentifikation von Bakterien und Pilzen sowie den Nachweis einer
Auswahl an Antibiotikaresistenzgenen, wobei die Ergebnisse innerhalb von ein bis
zwei Stunden vorliegen. Das auf Fluoreszenz-in-situ-Hybridisierung (FISH) basierende
Accelerate Pheno® ermdglicht Identifizierungsergebnisse nach weniger als zwei
Stunden und  detaillierte  Ergebnisse  der indirekten,  phanotypischen

Empfindlichkeitstestung nach insgesamt etwa sieben Stunden.

Die drei beschriebenen Schnelltestsysteme wurden in dieser Arbeit hinsichtlich ihrer
Zuverlassigkeit und ihrer klinischen Anwendbarkeit am Institut fir Medizinische
Mikrobiologie und Hygiene des Universitatsklinikums Tubingen (UKT) gepruft. Hierfur
wurden in einer dreimonatigen Studie insgesamt 158 positive Blutkulturen im ePlex®
und FilmArray® untersucht. Beide Systeme lieferten eine zuverlassige Identifizierung
von grampositiven Bakterien mit einer Sensitivitat von 99 % und einer Spezifitdt von
100 % fur das FilmArray® sowie einer Sensitivitat von 99 % bei einer Spezifitat von
96 % fur das ePlex®, jeweils in Bezug auf das im Test abgedeckte Keimspektrum.
Bezogen auf alle in der Studie vorkommenden grampositiven Bakterien konnten
Sensitivitaten von 88 % (FilmArray®) und 95 % (ePlex®) bestimmt werden. Bei

gramnegativen Blutkulturen wurde in Bezug auf die vom jeweiligen System

128



Zusammenfassung

abgedeckten Keimspektren eine Sensitivitat von 100 % fir das FilmArray® und 97 %
fur das ePlex® mit jeweils einer Spezifitdt von 100 % ermittelt. Die Sensitivitat
bezuglich aller in der Studie vorkommenden gramnegativen Blutkulturen war mit 83 %
(FilmArray®) und 86 % (ePlex®), im Vergleich zur Sensitivitat fur die Identifikation
grampositiver Blutkulturisolate, etwas geringer. Bei den 36 Episoden von Blutkulturen
mit gramnegativen Bakterien zeigte das flr diesen Bereich bereits etablierte Pheno®
eine Sensitivitat von 89 % bei 100 % Spezifitat in Bezug auf das im System abgebildete
Keimspektrum, sowie eine Sensitivitat von 71 %, wenn alle im Studienzeitraum
nachgewiesenen, gramnegativen Bakterien einbezogen werden. Der Uberzeugende
Vorteil bei der Anwendung des Systems liegt in der zusatzlichen Durchflihrung einer
Empfindlichkeitstestung, bei der eine kategorische Ubereinstimmung von mehr als

93 % im Vergleich zum kulturbasierten Antibiogramm beobachtet werden konnte.

Der durch den Einsatz der Schnelltestsysteme erreichbare Zeitgewinn wurde
gegenuber den Standardmethoden ermittelt und fiel erwartungsgemafl® mit uber 24
Stunden friher vorliegenden ldentifizierungs- und Empfindlichkeitstestergebnissen

sehr deutlich aus.

Um zu beurteilen, ob das im Studienzeitraum beobachtete Erregerspektrum
reprasentativ fur die regelmallig am Institut fir Medizinische Mikrobiologie und
Hygiene des UKT identifizierten Isolate aus Blutkulturen war, wurde eine Statistik zu
den Nachweisen der Jahre 2015 bis 2017 erstellt. Dabei zeigte sich, dass der
Studienzeitraum die epidemiologische Situation vor Ort Gber die letzten Jahre sehr gut

widerspiegelte.

In der Zusammenschau stellten die getesteten Plattformen sehr vielversprechende
Erganzungen der kulturbasierten  Standardmethoden im Rahmen der
Blutkulturdiagnostik dar, die insbesondere bei kritisch kranken Patienten von grof3em
Nutzen sein konnten. Der hier angewendete Algorithmus mit dem Einsatz von ePlex®
oder FilmArray® fiur die Testung aller positiven Blutkulturen, erganzt durch die
Anwendung des Pheno® zur zusatzlichen Generierung eines schnellen Ergebnisses
der Empfindlichkeitstestung beim Vorliegen von gramnegativen BSI, erscheint dabei
in Anbetracht der lokalen Epidemiologie von BSI besonders sinnvoll. Sowohl das
FilmArray® als auch das Pheno® sind in die Blutkulturdiagnostik am Institut fir

Medizinische Mikrobiologie und Hygiene eingefiuihrt worden.
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Anhang

Anhang-Tabelle 1: Detaillierte Gegenulberstellung von Carbapenemsuszeptibilitat und KPC-
Status bei der Evaluation durch FilmArray® und ePlex®. Die Ergebnisse sind nach ID sortiert,
zusatzlich erfolgte eine Zusammenfassung von identischen Ergebniskonstellationen. Die
Anzahl (n) der jeweiligen Ergebniskonstellationen ist der linken Spalte zu entnehmen.
Auffallige Ergebnisse sind in fetter Schrift dargestellt. (-): negatives Ergebnis; N/A: kein
Ergebnis; IPM: Imipenem, ETP: Ertapenem, MEM: Meropenem; ID: Identifizierungsergebnis

des Goldstandards; pneu.: pneumoniae; var.: variicola.

n D KPC Status Goldstandard AST Interpretation
(32) FiimArray®| ePlex® IPM ETP MEM
3 |Enterobacter sp. (-) (-) sensibel N/A sensibel
11 |E. coli (-) (-) sensibel N/A sensibel
3 |E. coli (-) (-) sensibel | sensibel | sensibel
1 |E. coli (-) (-) N/A sensibel | sensibel
1 |E. coli (-) (-) N/A N/A sensibel
1 |H. influenzae N/A N/A N/A N/A sensibel
1 |K. oxytoca (-) (-) N/A sensibel | sensibel
4 |K. pneu./K. var. (-) (-) sensibel N/A sensibel
1 |K. pneumoniae (-) (-) sensibel | sensibel | sensibel
1 |P. aeruginosa (-) (-) sensibel N/A sensibel
1 |P. aeruginosa (-) N/A resistent N/A sensibel
2 |S. marcescens (-) (-) sensibel N/A sensibel
1 |B. fragilis N/A N/A N/A N/A sensibel
1 |B. fragilis N/A N/A N/A N/A resistent
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Anhang-Tabelle 2: Detaillierter
Cephalosporinen mit dem ESBL-Status und dem CTX-M-Ergebnis des ePlex®. Der
Auswertung zugrunde lag die in der Goldstandardmethode eruierte Interpretation der MHK von
Ceftazidim (CAZ) und Cefepim (FEP) nach EUCAST. Die Ergebnisse sind nach den
identifizierten Bakterien sortiert, zusatzlich erfolgte eine Zusammenfassung von identischen
Ergebniskonstellationen. Die Anzahl (n) der jeweiligen Ergebniskonstellationen ist der linken

Spalte zu entnehmen. (+): positives Ergebnis; (-): negatives Ergebnis; (N/A): kein Ergebnis;

Anhang

Vergleich der

Suszeptibilitat gegentber

ID: Identifizierungsergebnis des Goldstandards; pneu.: pneumoniae; var.: variicola.

n D ePlex® ESBL [ Goldstandard AST Interpretation
(30) CTX-M | Status FEP CAZ
3 |Enterobacter sp. (-) N/A sensibel sensibel
10 |E. coli (-) N/A sensibel sensibel
1 |E. coli (-) N/A sensibel sensibel
1 |E. coli (-) (-) sensibel sensibel
1 |E. coli (-) (-) sensibel intermed.
1 |E. coli (-) (-) sensibel sensibel
1 |E. coli (+) (+) resistent resistent
1 |E. coli (+) (+) resistent resistent
1 |H. influenzae N/A N/A N/A N/A
4 |K. pneu./var. (-) N/A sensibel sensibel
1 |K. oxytoca (-) N/A sensibel sensibel
1 |K. pneumoniae (+) (+) intermed. resistent
1 |P. aeruginosa (-) N/A sensibel sensibel
1 |P. aeruginosa N/A N/A sensibel sensibel
2 |S. marcescens (-) N/A sensibel sensibel
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Anhang

Anhang-Tabelle 3: Ausfihrlicher Vergleich der AST-Ergebnisse von VITEK® und Pheno®. Dargestellt ist eine detaillierte Auflistung der Minimalen
Inhibitorischen Konzentration (MIC) sowie der entsprechenden Beurteilung in den Kategorien S (= Sensitiv), | (= Intermediar) und R (= Resistent).
Diskrepanzen in der Kategorie sind in der Spalte ,F* mit ,+“ (geringer Fehler [S<->I, I<->R]), ,++“ (schwerwiegender Fehler [R statt S]) und ,+++*
(sehr schwerwiegender Fehler [S statt R]) gekennzeichnet, ausgehend vom Ergebnis des VITEK® als Goldstandard. E-Test Kontrollen sind in dieser

Tabelle nicht miteinbezogen. N/A: Kein Ergebnis vorliegend; ID: Identifizierungsergebnis; Enterob.: Enterobacter; Komp.: Komplex.

ID Sulbactam-Ampicillin Piperacillin-Tazobactam Cefepim Ceftazidime Meropenem Gentamicin Tobramycin Ciprofloxacin
VITEK® | Pheno® VITEK® | Pheno® VITEK® | Pheno® VITEK® | Pheno® VITEK® | Pheno® VITEK® | Pheno® VITEK® | Pheno® VITEK® | Pheno®
Goldstandard MIC iS/IR[MIC {S/IR F MIC {S/I/IR[MIC {S/IR F MIC {S/I/R|MIC {S/IIR F MIC iS/I/R MIC {S/IIR F MIC S/IR|MIC iS/IIR F MIC S/I/IR[MIC {S/IR F MIC (S//R|MIC :S/IIR F MIC S/VR|MIC iS/IR

E. cloacae Komp| N/Ai N/A| N/A{N/A | /| =<4{ S <4: S <1, S <1} S 51; S <1} S <0.25{ S [<0.25; S <1; S <1 S <1iS <1i S <0.25; S 50.255 S
E. ludwigii <2: S | NAINA|[/] =4 S <4: S <1 S <1, S <1{ S <1} S <0.25{ S [<0.25: S <1: S <1: S <1:S <1 S <0.25; S [=0.25! S
E. coli <2 S <2{ S <4{ S 8 S <1} S 51’ S 513 S <1} S <0.25{ S [<0.25: S 4: | 2 S |+| =18 <1 S <0.25; S 50.255 S
E. coli <2! S <2 S <4/ S <4: S <1, S <1} S <1{ S <1} S <0.25{ S [<0.25! S 2. S <1 S 2iS <1 8§ <0.25{ S [<0.25; S
E. coli <2; S 4 S <4 S <4: S <1, S 51’ S 51; S <1} S <0.25| S [<0.25; S <1; S <1 S <1iS <1 S <0.25; S 50‘255 S
E. coli <2 S 8 S <4{ S <4 S <1} S 51’ S <1} s <1} S <0.25{ S [<0.25: S <1 S <1 S <1:S <1 S 24; R 28§ R
E. coli <2! S 4i S <4 S 8 S <1, S <1, S 513 S <1} S <0.25{ S [<0.25: S <1: S <1 S <1iS <1i S <0.25; S SO.25§ S
E. coli 2! S 4 S 4! S 4! S <1 S s1! S 51; S <1} S <0.25| S [<0.25: S <1! S <1 S <1iS <1 S <0.25, S 50.255 S
E. coli 232 R | 264 R 2128{ R 8 S [+++ =<1] S <1} S s1§ S <1} S <0.25{ S [<0.25: S <1i S 2i S <1iS <1i S <0.25; S [<0.25; S
E. coli 16: R 32 R <4 S <4: S 264{ R 16{ R 16; R | 216} R <0.25{ S [<0.25! S <1: S <1 S <1!S <1 S 24; R 28§ R
E. coli 2! S 8 S <4 S <4: S <1 S <1 S <1{ S <1 S <0.25{ S [<0.25: S <1: S <1 S <1iS <1 S <0.25; S 50.255 S
E. coli 16 R 16! R <4 S 8 S <1, S 2 1 513 S <1} S <0.25{ S [<0.25! S <1 S <1 8 <1:S <1 S <0.25! S 50.255 S
E. coli 2! S 16 R |++ =<4{ s 8 S <1, S 20 | <1 s <1} S <0.25| S [<0.25: S <1: S <1 S <1:S <1: S <0.25! S 50.255 S
E. coli 232: R 320 R <4{ S <4 S <1{ S <1} S 51; S <1} S <0.25] S [<0.25; S <1 S <1 S <1iS <1: S <0.25; S 50.255 S
E. coli 232: R 32 R 8 S <4: S <1, S 51! S <1 s <1} S <0.25{ S [<0.25! S <1: S <1 S <1iS <1: S <0.25; S 50.255 S
E. coli 16 R 32 R <4! S 4! S 264! R 16{ R 162 R 8 R <0.25{ S [<0.25! S <1: S <1 S <1:S 8i R |++<0.25] s [0.25 s
K. oxytoca <2: S | NNAINA|[/]|] =<4 S <4! S <1{ S 51’ S <015 S <1} S <0.25{ S [<0.25: S <1 S <1: S <1:8 <1 8 <0.25; S 50.255 S
K. pneumoniae <2: S | NA{NA|[/]|] =<4 S <4: S <1 S <1y S s1§ S <1{ S <0.25{ S [<0.25! S <1 S <1i S <1iS <1 S <0.25; S [<0.25¢ S
K. pneumoniae 232 R | NNAIN/A| /| 16] | <4: S |+ 20 1 [=32] R [+ 16; R 8 R <0.25{ S [<0.25: S 216: R 16: R 216:R 232; R 2; R 285 R
K. pneumoniae <2: S | NAINA|[/]|] =<4 S <4! S <1{ S 51! S <1{ S <1 S <0.25] S [<0.25; S <1 S <1 S 8:R 4: 1 [+ 2! R 28! R
K. variicola <2: S | NAINA|[/] =<4 S <4: S <1, S 511 S s1§ S <1i S <0.25{ S [<0.25: S <1: S <1: S <1:S <1 8§ <0.25; S SO.25§ S
K. variicola <20 S | NAINA| /| =4 S <4: S <1 S <1y S <1 S <1{ S <0.25| S [<0.25! S <1: S <1 S <1:S HE <0.25! S [<0.25: S
P. aeruginosa N/A: N/A | NJAIN/A| /| <4 S | 264i R |++] <1} S 16 R [++] <1{ S | 264] R [++ 1 S 1. S <1 S <1i S <1iS <1i S 2i R 2 R
S. marcescens N/A: N/A [ NJAIN/A [ /] <4! S <4: S <1, S <1y S <1l s <1{ S <0.25{ S [<0.25! S <1: S 8 R |++ <1iS 2 S <0.25; S 0,5; S
S. marcescens N/AT N/A | NJAIN/A | /] <4i S 8 S <1 S <1y S s1§ S <1) 8 <0.25{ S [<0.25: S <1: S <1 S N/A N/A <1 S [/]=0.25! S 50.255 S
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Anhang

Anhang-Tabelle 4: Statistische Auswertung der identifizierten Isolate aus positiven
Blutkulturen in den Jahren 2015 bis 2017 am Institut fir Medizinische Mikrobiologie und
Hygiene des UKT. Quantitative Darstellung relevanter Familien und Spezies in den
verschiedenen ausgewerteten Kategorien. Absolute Zahlen sind angegeben (n = Anzahl). Der
jahrliche Durchschnitt ist auf ganze Zahlen gerundet, Varianz (VAR.P) und

Standardabweichung (StndABW.N) zwischen den Jahren auf eine Nachkommastelle.

Jahr:| 2015| 2016| 2017|Gesamt |Durchschnitt|VAR.P StndABW.N
n (gesamt) 5308| 5362| 4774 15444 5148 70424,0 265,4

E positiv 1000 1301| 1167 3468 1156 15160,7 123,1
% positiv mit ID 878 1016| 972 2866 955 3312,9 57,6
= GN Bakterien 219| 270 262 751 250 501,6 22,4
g GP Bakterien 623| 692| 674 1989 663 854,0 29,2
Pilze 36 54 36 126 42 72,0 8,5

Streptokokken 50 65 50 165 55 75,0 71
alpha hadm (S. pneu. + andere) 39 36 37 112 37 2,3 1,2
beta ham 10 19 10 39 13 27,0 4,2
gama ham (ohne Enterokokken) 1 8 3 12 4 13,0 2,9
Enterokokken 63 98 76 237 79 313,0 14,4
E. faecalis 29 44 30 103 34 70,3 6,8
E. faecium gesamt 31 48 40 119 40 72,3 6,9

E. faecium (VRE) 0 13 13 26 9 56,3 6,1
E. faecium (VSE) 31 35 27 93 31 16,0 3,3
Staphylokokken 402| 439| 449 1290 430 613,0 20,2
S. aureus gesamt 82 86| 105 273 91 151,0 10,0
S. aureus (MSSA) 78 79 103 260 87 200,3 11,6
S. aureus (MRSA) 4 7 1 12 4 9,0 2,4
S. aureus (Res. undef.) 0 0 1 1 0 0,3 0,5
320 353| 344 1017 339 291,0 13,9
S. epidermidis 214| 223| 216 653 218 22,3 3,9
Propionibacterium 71 65 51 187 62 105,3 8,4
P. acnes 50 46 50 146 49 53 1,9
Propionibacterium sp. 21 19 1 41 14 121,3 9,0
Andere: 37 25 48 110 37 132,3 9,4
Escherichia coli 125 134 121 380 127 29,6 5,4
Klebsiella 42 42 45 129 43 2,0 1,4
K. pneumoniae 32 33 22 87 29 24,7 5,0
K. variicola 0 0 2 2 1 0,9 0,9
K. oxytoca 9 9 15 33 11 8,0 2,8
Enterobacter 1 23 29 63 21 56,0 7,5
5 E. cloacae sp. 9 21 24 54 18 42,0 6,5
F E. ludwigii 0 0 1 1 0 0,2 0,5
§ Bacteroides 1 1 6 8 3 5,6 2,4
Pl Pseudomonas 16 22 16 54 18 8,0 2,8
'% P. aeruginosa 15 20 15 50 17 5,6 2,4
) Pseudomonas sp. 1 2 1 4 1 0,2 0,5
=3l Proteus 6 12 9 27 9 6,0 2,4
g Serratia 3 8 1 22 7 10,9 3,3
S. marcescens 3 7 9 19 6 6,2 2,5
Citrobacter 6 8 6 20 7 0,9 0,9
C. freundii 2 4 3 9 3 0,7 0,8
Acinetobacter 1 6 3 10 3 4,2 21
A. baumannii Gruppe 1 3 0 4 1 1,6 1,2
8 14 16 38 13 11,6 3,4
C. albicans 17 27 17 61 20 22,2 4,7
@ C. glabrata 15 9 9 33 11 8,0 2,8
= C. parapsilosis 1 9 3 13 4 11,6 3,4
& C. krusei 1 7 2 10 3 6,9 2,6
Andere: 2 2 5 9 3 2,0 1,4
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