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Einleitung

1 Einleitung

1.1 Bakterielle Infektionen der Blutbahn

1.1.1 Definitionen und Begriffsklarung

Der Begriff Bakteridmie bezeichnet das Vorhandensein von Bakterien im Blut eines
Patienten. Der Zustand der Bakteridamie kann transient, intermittierend oder konti-
nuierlich sein [95, 102]. Die Ursachen einer transienten Bakteriamie, deren Dauer
zwischen Minuten und Stunden tendiert, liegen haufig in Manipulation an physiolo-
gisch mikrobiell besiedelten Gebieten, z.B. im Rahmen eine Koloskopie oder einer
transkutanen Katheterisierung bzw. der Manipulation an lokalen Infektionen (z.B.
Furunkel) [65, 102]. Die intermittierende Bakteriamie ist gekennzeichnet durch re-
kurrierende Episoden einer Bakteriamie durch einen Keim, typischerweise assoziiert
mit rdaumlich abgeschlossenen oder fokalen Infektionen wie Abszessen, Pneumo-
nien oder Osteomyelitis [65, 102]. Die kontinuierliche bzw. persistierende Bakteri-
amie findet man z.B. im Rahmen einer infektiosen Endokarditis [65, 102]. Alle drei
oben genannten Formen der Bakteriamie konnen zum Krankheitsbild der Sepsis
flihren [65] und erhalten mit Entwickeln der Sepsis einen liber die der Bakteriamie
zu Grunde liegende Infektion hinausgehenden Krankheitswert. Die Sepsis ist defi-
niert als Infektion mit systemischer entziindlicher Reaktion, dem sogenannten
Systemic Inflammatory Response Syndrome (SIRS) [6, 68], wobei die Definition des
SIRS und somit auch der Sepsis immer wieder diskutiert und modifiziert wurde [11,
58]. Tritt zu einer Sepsis mindestens eine Organdysfunktion oder ein
Hypoperfusions- oder Hypotensionszustand hinzu, spricht man definitionsgemaR
von einer schweren Sepsis [58]. Besonders fulminante Verldufe der Sepsis konnen
sich mit einem multiple-organ-dysfunction syndrome (MODS) oder einem septi-
schen Schock prasentieren. Die aktuellen Definitionen der mit Bakteridamie assozi-
ierten Diagnosen nach ACCP/SCCM-Kriterien [58] sind in der folgenden Tabelle

zusammengefasst.
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Diagnose/Krankheitsbild

Definition

Bakteriamie

Transientes, intermittierendes oder
kontinuierliches Vorhandensein von

Bakterien in der Blutbahn

Systemic inflammatory response syn-

drome (SIRS)

>2 der folgenden Symptome:

e Temperatur >38°C oder <36°C

Tachykardie >90/min

e Tachypnoe >20/min

e pCO, <32 mmHg

e leukozyten >12000/ul oder
<3000/ul oder Stabkerni-

ge/unreife Neutrophile >10%

Sepsis

SIRS aufgrund einer vermuteten oder

bestatigten Infektion

Schwere Sepsis

Durch Organdysfunktion, Hypoperfusion
oder Hypotension verkomplizierte Sep-

sis

Septischer Schock

Sepsis mit Hypotension trotz adaquater
Volumentherapie und Vorhandensein

von Perfusionsanomalien

Multiple-organ-dysfunction syndrome

(MODS)

Zeichen einer schweren multiplen Or-

gandysfunktion

Tabelle 1.1 Definitionen der mit Bakteriamie und Sepsis assoziierten Diagnosen.
Entnommen aus Levy et al, 2001 SCCM/ESICM/ACCP/ATS/SIS International Sepsis Defini-
tions Conference [58] (SIRS, Sepsis, Schwere Sepsis, Septischer Schock, MODS) und Seifert,
The clinical importance of microbiological findings in the diagnosis and management of

bloodstream infections [102]

An dieser Stelle sei darauf hingewiesen, dass ein SIRS keine Sepsis oder andere In-

fektionen voraussetzt, sondern auch durch andere Ursachen wie Verbrennungen,

Traumata oder sterile Entziindungen wie z.B. der akuten Pankreatitis ausgelost sein

kann [11, 58, 68], was aber nicht Bestandteil dieser Abhandlung sein soll.
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1.1.2 Epidemiologie, Pathogenese und klinische Aspekte der Sepsis

Die klinische Relevanz der Sepsis ist enorm. So ist sie einerseits ein haufiger Grund
fur intensivmedizinische Betreuung, auf der anderen Seite eine mégliche Komplika-
tion schon vorher intensivpflichtig gewordener Patienten [126]. Die Inzidenz der
Sepsis hat Uber die letzten Jahrzehnte trotz medizinischen Fortschritts weltweit zu-
genommen [35, 57, 67]. Laut einer im Jahr 2007 veroffentlichten Studie von Lever
und Mackenzie treten in den USA pro Jahr etwa 750.000 Falle von bakterieller oder
pilzbedingter Sepsis mit 210.000 Todesfallen auf, was einer Inzidenz von 3 auf 1.000
entspricht, wobei die Mortalitdt der schweren Sepsis mit 25-30% und die des septi-
schen Schocks mit 40-70% angegeben ist [57]. Ebenfalls 2007 zeigte eine prospekti-
ve Multicenterstudie Uber die Epidemiologie der Sepsis in den Intensivstationen
Deutschlands von Engel et al eine Krankenhausmortalitat der schweren Sepsis und
des septischen Schocks von 55,2% und eine Pravalenz der Sepsis von 23,4% im Stu-
dienkollektiv (12,4% schwere Sepsis, 11% septischer Schock)[35]. Winters et al wei-
sen in ihrem Review aulRerdem daraufhin, dass die langfristige durchschnittliche
Lebensqualitdt nach lberlebter Sepsis durch die Langzeitfolgen und Komplikationen
signifikant sinkt [126]. Nicht aulRer Acht lassen sollte man dariiber hinaus den finan-
ziellen Aspekt der Sepsis. Angus et al errechneten 2001 jahrliche Kosten der Sepsis
in den USA von 16,7 Mrd. US-Dollar [4, 106].

Wie bereits weiter oben beschrieben, ist eine vermutete oder bestatigte Infektion
ein obligates Kriterium fir die Diagnose einer Sepsis. Haufig ist das der Sepsis zu
Grunde liegende SIRS mit einer bakteriellen Infektion und damit einhergehender
Bakteriamie assoziiert, kann aber auch durch mykotische, parasitdare und virale In-
fektionen hervorgerufen werden [11, 105]. Das Eintreten der Keime in die Blutbahn
kann auf zwei Wegen erfolgen: Erstens durch lymphatische Drainage des eines
mikrobiellen Infektionsfokus in die Blutbahn, v.a. aus dem Respirationstrakt, den
ableitenden Harnwegen und den abdominalen Organen, oder zweitens durch Ein-
bringen mikrobiell kontaminierten Materials in die BlutgefalRe (Drogenabusus, sons-
tige GefaRpunktion) bzw. mikrobielle Besiedlung von intravasalen Materialien (z.B.
Venen-/Arterienkatheter, Verweilkanulen) [30, 95, 119]. Staphylococcus aureus,
Escherichia coli, Koagulase-negative Staphylokokken, Klebsiella pneumoniae,

Pseudomonas aeruginosa, Enterococcus spp., Streptococcus spp., Enterobacter
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cloacae und Candida albicans wurden sowohl in Studien in Europa [27, 63, 94], als
auch in Studien in den USA [95, 119] am haufigsten bei Infektionen der Blutbahn
isoliert. Fur das klinische Erscheinungsbild einer Sepsis spielt einerseits die Virulenz
des Keims, auf der anderen Seite aber vor allem die Immunantwort des Patienten
eine Rolle [98]. So entsteht das fiir die Entwicklung einer Sepsis vorausgesetzte SIRS
durch die komplexe Immunantwort auf die Keime. War man zunachst von einer rein
UberschieBenden Immunreaktion ausgegangen, so entwickelt sich nach neueren
Erkenntnissen das klinische Bild der bakteriellen Sepsis aufgrund eines Ungleichge-
wichts von pro- und antiinflammatorischer Immunreaktion des Organismus auf bak-
terielle Antigene [3, 18, 19]. Die entscheidende Rolle bei der Immunantwort auf
Sepsis-auslosende Pathogene spielt das angeborene Immunsystem, dessen Reakti-
on durch pattern-recognition receptors (PPRs), wie z.B. die toll-like receptors (TLRs),
initiiert wird. Diese erkennen spezifische mikrobielle Strukturen, sogenannte patho-
gen-associated molecular patterns (PAMPs) [18]. Beispiele fir PAMPs sind das
Lipopolysaccharid, Lipoteichonsdaure oder Flagellin [3]. Die Aktivierung der PPRs
durch die PAMPs, aber auch durch endogene Entziindungsmediatoren, fihrt iber
einen intrazelluldaren Signalweg zur vermehrten Ausschiittung von pro- (z.B. TNF-a)
und antiinflammatorischen Molekiilen (z.B. Interleukin-10), die eine weitere Aus-
schittung immunmodulatorischer Mediatoren durch verschiedene Zellen der Im-
munabwehr, der GefaBwand und Erythro- sowie Thrombozyten zur Folge hat [3, 18,
19, 47, 98, 108]. Es resultiert eine systemische Immunantwort und durch die unter-
schiedliche Wirkung der ausgeschitteten Mediatoren ein potentielles Ungleichge-
wicht bezliglich Inflammation, Koagulation, Apoptose und oxidativem Stress, das
vor allem durch Odeme, Hypoxie und Ischimie gekennzeichnete Mikrozirkulations-
stérungen und somit Organschaden mit Funktionsverlust des Organs bedingen kann
[18, 19]. Vasodilatation und Endothelschaden (capillary leak) fliihren zusatzlich zu
einer Redistribution des intra- und extravasalen Volumens sowie zu einer Verringe-
rung des peripheren GefaRwiderstandes, was das kardiovaskulare System affektiert
und zum Schock fiihren kann [98]. Zusatzlich kann es durch mikrovaskuldare Schadi-
gungen zur acute lung injury (ALI) und somit zur respiratorischen Insuffizienz kom-
men [98]. Ein weiteres haufig in Mitleidenschaft gezogenes Organ ist die Niere,

deren Hypoperfusionszustande in 23% bei schwerer Sepsis und 51% bei septischem
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Schock zu einem akuten Nierenversagen flihren, wobei die Mortalitat durch akutes
Nierenversagen bei vorliegen einer Sepsis auf 70% beziffert wird [101].
Die komplizierte Pathogenese und variierende Organbeteiligung bedingen eine rela-
tive Symptomen- und Befundvielfalt bei Vorliegen einer Sepsis. Die klinische Diag-
nose einer Sepsis stutzt sich auf die Symptome Fieber/Hypothermie,
Tachypnoe/Tachykardie unklarer Ursache, Zeichen der peripheren Vasodilatation,
Schockzeichen und Veranderungen des Mentalstatus [68]. Dazu kommen als Labor-
und hamodynamische Parameter wie ein verringerter systemischer GefaRwider-
stand, erhohtes kardiales Auswurfvolumen, erhéhte Sauerstoffausschopfung, Leu-
kozytose/Neutropenie, Laktatazidose, Leber- oder Nierenfunktionsstérung,
Thrombozytose, disseminierte intravasale Gerinnung (DIC) und erhéhte Werte fiir
C-reaktives Protein (CRP), Procalcitonin und verschiedene Zytokine [68].
Das Management der schweren Sepsis und des septischen Schocks stiitzt sich auf
mehrere Saulen. Die aktuellen Richtlinien sehen folgende MalRnahmen vor [28]:
a. Initiale Volumensubstitutionstherapie
b. Diagnostische MaBBnahmen, vor allem Blutkulturen und eventuell kulturelle
Keimisolierung anderer Spezimen vor initialer Antibiotikagabe
c. Intravendse Antibiotikagabe innerhalb einer Stunde nach Feststellen der
Sepsis bzw. des septischen Schocks
d. Kontrolle des Infektionsfokus/-ursprungs (z.B. der nekrotisierenden Fasziitis
oder der intestinalen Infarzierung)
e. Weitere Flussigkeitstherapie (kolloid/kristalloid)
Fiir ndhere Erlduterungen sei auf die angegebene und weitere Fachliteratur verwie-

sen.
1.2 Mikrobiologische Diagnostik der Infektionen der Blutbahn

1.2.1 Die Rolle des mikrobiologischen Labors im Sepsis-Management

Die aktuellen Richtlinien des Sepsis-Managements sehen die Abnahme von Blut fir
Blutkulturen vor der initialen empirischen Antibiotikagabe vor [28]. Flir die Akutthe-
rapie spielt das mikrobiologische Labor bislang allerdings nur eine untergeordnete
Rolle, da je nach Keimentitdt mindestens 24 bis 72 Stunden verstreichen, bis die
infektiose Ursache durch das mikrobiologische Labor belegt bzw. identifiziert ist [9].

5
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Die in den Richtlinien und oben genannten Mallnahmen wie Volumensubstitution,
Fokussanierung und empirische Antibiotikatherapie spielen in der Akutphase die
Hauptrolle im klinischen Management der Sepsis. Die Bedeutung der mikrobiologi-
schen Diagnostik liegt vielmehr darin, eine nachtragliche Modifikation der initialen
Antibiotikatherapie zu ermoglichen und spezifisch auf den Keim und dessen Resis-
tenzlage einzugehen [28, 65]. Diverse Studien weisen auf eine erhohte Mortalitat
durch inadaquate Antibiotikatherapie hin und verdeutlichen somit direkt oder indi-
rekt die Bedeutung einer prazisen und schnellen mikrobiologischen Diagnostik [50,
56, 61, 120, 130]. Kumar et al identifizierten 2006 die Zeit der Hypotension bis zur
addquaten Antibiotikatherapie als entscheidende Determinante fiir das Uberleben
der Patienten mit septischem Schock und bezifferten die Abnahme des Uberlebens

dieser Hypotensionszeit ohne effektive Antibiotikatherapie auf 8% pro Stunde [54].
1.2.2 Der State of the Art der mikrobiologischen Bakteriamiediagnostik

Die Blutkulturen stellen den aktuellen Goldstandard der mikrobiologischen Diagnos-
tik der Infektionen der Blutbahn dar [65, 111]. Das Blut wird direkt am Patienten in
ein Ndhrmedium gebracht. Es existieren unterschiedliche Medien von verschiede-
nen Herstellern. Das im Institut fiir Medizinische Mikrobiologie und Krankenhaushy-
giene Dusseldorf etablierte BacT/Alert-Blutkultursystem (bioMérieux, Nurtingen,
Deutschland) soll an dieser Stelle beispielhaft fiir vergleichbare Systeme der kultu-
rellen Keimdetektion stehen. Es ist in Deutschland weit verbreitet und seine diag-
nostische Reliabilitdt bestatigt [75-77, 87, 96, 97, 104, 117, 124]. Im Falle der
BacT/Alert-Blutkulturen werden Ublicherweise 5 bis 10ml Patientenblut in die Blut-
kulturflasche injiziert, wobei fir 10ml diagnostische Vorteile beziiglich der Keimde-
tektion und der Geschwindigkeit der Keimdetektion zumindest flr einige
Keimentitaten nachgewiesen werden konnten [118]. Im klinischen Alltag sind die
Fillmengen allerdings haufig schwankend und oft werden aufgrund verschiedener
Faktoren weniger als 5 Milliliter injiziert, was negative Auswirkungen auf die Keim-
detektion haben kann [5, 12, 21, 65, 118]. Die beimpfte Blutkulturflasche wird in
speziellen Brutschranken wie dem BacT/Alert 3D (bioMérieux), dem BACTEC 9240
(Becton Dickinson, Heidelberg, Deutschland) oder dem VersaTREK (TREK Diagnostic
Systems, Cleveland, USA) bebritet. In diesen Brutschranken wird automatisiert kon-

tinuierlich Gberprift, ob ein Keimwachstum bzw. eine Keimvermehrung stattgefun-
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den hat. Die Keimdetektion beruht im Falle des BacT/Alert 3D auf der kontinuierli-
chen absorptionsspektrometrischen Messung von CO,-Konzentrationsveran-
derungen in der Blutkulturflasche durch die CO,-Produktion in der Flasche wach-
sender Mikroorganismen [110]. Der BACTEC 9240 misst die CO,-
Konzentrationsveranderungen mit Fluoreszenzsensoren, der VersaTREK misst
Druckveranderungen in der Blutkulturflasche entstehend durch den Gasverbrauch
bzw. die Gasproduktion der Mikroorganismen in der Flasche [65]. Wird eine Flasche
durch die kontinuierlich messenden Brutschranke als positiv im Sinne eines Keim-
wachstums gemeldet, wird in der Regel eine Keimidentifikations- und
Antibiotikaresistenzdiagnostik durchgefiihrt. Neben der Gramfarbung mit Mikro-
skopie sind die aktuellen Standardverfahren phanotypische Tests wie
Immunoassays bzw. Latexagglutinationstests wie das Prolex Staph Xtra (Pro-Lab
Diagnostics, Koln, Deutschland) zur Differenzierung von Staphylokokken und Me-
thoden, die auf biochemischen Stoffwechselleistungen der Mikroorganismen beru-
hen, wie zum Beispiel das System VITEK 2 (bioMérieux). Die Inkubation im
Blutkulturschrank dauert in der Regel zwischen 24 und 72 Stunden bis zum positi-
ven Signal durch die automatischen Systeme [9], die Identifikation und Resistenzbe-
stimmung des Keims nach der Detektion mittels phanotypischer ldentifikation
nimmt danach abermals 18 bis 48 Stunden in Anspruch [17, 65]. KOnnen diese pha-
notypischen Tests zwar einen hohen Anteil der Keime identifizieren, so ist es neben
Sensitivitatsdefiziten der Blutkultursysteme bei polymikrobiellen Blutbahninfektio-
nen [66, 86] und nach Antibiotikagabe [48, 55, 115] vor allem der zeitliche Aspekt,

der die Suche nach Innovationen in der Sepsisdiagnostik antreibt.
1.2.3 Neuere Entwicklungen in der Bakteriamiediagnostik

Verschiedene Ansatze sind im Laufe der letzten Jahre und Jahrzehnte erforscht und
teilweise im Labor etabliert worden. Hervorgetan haben sich hier vor allem
nukleinsdurebasierte Technologien (nucleic acid-based technologies, NAT), also ge-
notypische Diagnostik, und die sogenannte MALDI-TOF-Massenspektrometrie (mat-
rix-assisted laser desorption ionization time-of-flight mass spectrometry) [31, 78,
103]. Bei den NAT konkurrieren der Nukleinsdure-Nachweis direkt aus Patienten-
blut, -serum oder -plasma und der Nukleinsaurenachweis aus Blutkulturmaterial. Es

existieren erregerspezifische Assays, Genusassays, Breitspektrumassays und
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Multiplexassays. Um sich nicht in Einzelheiten in der Fiille der verschiedenen Me-
thoden zu verlieren, soll im Folgenden nur auf (ibergeordnete Moglichkeiten und
Problematiken der Ansatze eingegangen werden.

Erregerspezifische Assays gibt es sowohl fiir den Direktnachweis bestimmter Erreger
aus Blut [44, 81, 86], als auch fiir Erregerdiagnostik aus positiven Blutkulturen [32,
109]. Die Problematik hinter derartigen Assays, die nur einen bestimmten Erreger
oder eine kleine Erregergruppe identifizieren, liegt auf der Hand: Die hohe Vielfalt
an Erregern einer Blutbahninfektion limitiert den klinischen Nutzen [65].
Genusassays identifizieren Erregergruppen ohne weitere Subspezifizierung, z.B.
Salmonellen oder Aspergillen [37, 52], was vor allem fir Immunkompromittierte,
fir die bestimmte Erregergruppen eine besondere Gefahrdung darstellen, sinnvoll
sein kann [26].

Breitspektrumassays zielen auf die Identifikation und Amplifikation hochkonservier-
ter, nicht keimspezifischer DNA-Regionen von Bakterien oder Pilzen ebenfalls so-
wohl direkt aus Patientenmaterial und aus positiven Blutkulturen. Flr genauere
Keimidentifizierungen missen hier weitere Test wie Sequenzierungen oder real-
time PCR angeschlossen werden [41, 90]. Breitspektrumassays haben also eher eine
Bedeutung in der Veri- oder Falsifikation negativer Blutkulturen, vor allem im Falle
des starken klinischen Verdachtes einer Blutbahninfektion mit negativer Blutkultur
[100] oder in der Evaluation falsch-positiver Ergebnisse der Blutkulturdiagnostik
[90]. Ein potentieller Vorteil der Breitspektrumassays gegenliber den Blutkulturen
konnte darin liegen, auch nicht-kultivierbare Keime entdecken zu kénnen [65], was
aber in dieser Arbeit nicht diskutiert werden soll.

Multiplexassays dienen der Identifikation einzelner Keimspezies aus einer durch die
Primer definierten Gruppe von Keimen. In einer Multiplex-PCR richten sich die ver-
schiedenen in einem einzelnen Ansatz eingesetzten Primer auf spezifische DNA-
Abschnitte verschiedener Keime und erlauben somit die genaue Keimidentifikation
aus einer Gruppe moglicher Keime in einem Ansatz, sofern der zu identifizierende
Keim durch einen Primer im PCR-Ansatz reprdsentiert ist. Diese Diagnostik ver-
spricht also im konkreten Fall einer Blutbahninfektion, den jeweiligen Erreger aus
einer Gruppe der haufigsten Erreger der Blutbahninfektionen in einem Durchlauf

detektieren und z.B. mittels Elektrophorese [62], Hybridisierung mit anschliefen-
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dem enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA) [121], Multiplex-real-time PCR
[122] oder anderen Verfahren identifizieren zu kénnen.

Des weiteren existiert noch das DNA-Microarray-Verfahren, bei dem mittels PCR
amplifizierte (bakterielle) DNA auf einem Chip mit DNA-Sonden hybridisiert werden
und im Sinne einer Keimdiagnostik analysiert werden kann [20].

Vor allem die Multiplex- und Microarray-Verfahren werden von Mancini et al in ei-
nem aktuellen Review Uiber molekulare Diagnostik der Sepsis als vielversprechende
Technologien gesehen [65].

Die MALDI-TOF-Massenspektrometrie dient der Identifikation von Keimen aus Kul-
turmedien auf der Basis der spezifischen Laserdesorptionseigenschaften verschie-
dener Keime und verspricht eine Identifikation des Keims in weniger als 2 Stunden

nach kulturellem Wachstum [31].
1.2.4 Antibiotikaresistenzen

Die Resistenzen der Bakterien gegeniber antimikrobiellen Chemotherapeutika sind
eine der groRen aktuellen Herausforderungen sowohl des mikrobiologischen Labors
als auch der klinisch titigen Arzte. Die zunehmende Zahl der multiresistenten Keime
wie Methicillin-resistenter Staphylokokken und Vancomycin-resistenter Enterokok-
ken erschwert das antimikrobielle Management und flihrt zur Zunahme inadaquat
therapierter bakterieller Infektionen, was wiederum das Morbiditdt und Mortalitat
von Patienten mit Infektionen durch multiresistente Keime verschlechtert [23, 24,
38, 49, 53]. Das friihe Erkennen von Resistenzen und entsprechendes Anpassen der
antimikrobiellen Therapie hat demzufolge direkten Einfluss auf das klinische
Outcome des Patienten und untermauert die Notwendigkeit zuverldssiger und

schneller diagnostischer Methoden.
1.2.4.1 Methicillin-Resistenz

Die Wirkung der B-Lactam-Antibiotika beruht auf Acylierung mit konsekutiver Inak-
tivierung von Penicillin-bindenden Proteinen (penicillin-binding proteins, PBP), die
als membranstandige Enzyme den letzten Schritt der Peptidoglykan-Biosynthese der
bakteriellen Zellwand katalysieren [10, 80]. Bereits in den 1960er Jahren konnten
jedoch Félle Methicillin-resistenter Staphylokokken dokumentiert werden, die das

chemotherapeutische antimikrobielle Management vor neue Probleme stellten [10,
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88]. Der erweiterten Resistenz dieser Staphylokokken gegeniliber B-Laktam-
Antibiotika liegt die Expression des penicillin-binding-protein 2A (PBP 2A) zu Grun-
de, das vom chromosomalen mecA-Gen von Staphylococcus aureus und Koagulase-
negativen Staphylokokken codiert wird [16, 69, 112]. PBP 2A ist der einzige Vertre-
ter der PBP, der in Anwesenheit von B-Laktam-Antibiotika funktionell aktiv bleibt
[82, 88]. Das liegt an der im Vergleich zu den anderen PBP niedrigeren Affinitdt des
PBP 2A zu B-Laktam-Antibiotika, das sich somit der Acylierung entzieht [88].

Die Zuverlassigkeit molekularer Methoden zur Identifikation des mecA-Gens als
Vermittler der Methicillin -Resistenzen hat bereits zu einer Verlagerung des Gold-
standards zur Identifikation von Methicillin -Resistenzen auf molekulare Methoden

gefiihrt, die auf PCR-basierter Detektion des mecA-Gens beruhen [13, 70, 109].
1.2.4.2 Vancomycin-Resistenz

Der Wirkungsmechanismus von Vancomycin besteht, wie auch bei B-Laktam-
Antibiotika, in der Hemmung der bakteriellen Zellwandbiosynthese. Vancomycin
hemmt die Transglykosylation von Peptidoglykanen der bakteriellen Zellwand, was
eine fehlende Quervernetzung (Transpeptidation) selbiger zur Folge hat. Angriffs-
punkt ist das D-Alanyl-D-Alanin-Ende von Vorlauferpeptiden des UDP-N-
Acetylmuramyl-Pentapeptids, das als designierter und fiir die Quervernetzung obli-
gater Baustein somit nicht an das entstehende Peptidoglykan konjugiert werden
kann [34, 128]. Bislang sind sieben phanotypische Vancomycin-Resistenztypen fir
Enterokokken beschrieben: vanA, vanB, vanC, vanD, vanE, vanG, vanlL [85]. Die
verminderte Suszeptibilitdt fir Vancomycin beruht infolgedessen einerseits auf
Produktion abnormer Vorlauferpeptide der Peptidoglykane, in denen das terminale
Alaninmolekil der Vancomycin-Zielstruktur D-Ala-D-Ala durch D-Lactat (vanA, vanB,
vanD) oder D-Serin (vanC, vanE, vanG, vanl) ersetzt wird, oder andererseits durch
hydrolytische Spaltung oder Elimination des D-Ala-D-Ala-Endes [15, 29, 84, 85]. Die
Genetik der Vancomycin-Resistenzmechanismen ist entsprechend komplexer als die
der Methicillin-Resistenz. Diagnostisch zu Nutze macht man sich heutzutage vor
allem die induzierbaren resistenzvermittelnden Gene des Typs vanA (high-grade-
Resistenz), vanB (moderately high-grade-Resistenz), die vor allem fiir Enterococcus
faecium und Enterococcus faecalis beschrieben sind, sowie vanC1 und vanC2 (low-

grade-Resistenz), die als intrinsische Resistenzgene bei den beweglichen
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Enterokokkenspezies Enterococcus casseliflavus, Enterococcus gallinarum und Ente-
rococcus flavescens eine Rolle spielen [25, 71, 99, 129]. In Zukunft kdnnte es zudem
von zunehmender Bedeutung sein, dass weltweit bereits 11 Staphylococcus aureus-
Stamme bei Patienten isoliert wurden, die eine nachgewiesene vanA-Typ-
Vancomycin-Resistenz trugen, die sie wahrscheinlich tGber horizontalen Gentransfer

von Vancomycin-resistenten Enterokokken erhalten haben [42, 85].
1.3 Zielsetzung der Arbeit

Die bisherigen Ausfiihrungen haben gezeigt, dass molekulare Keimidentifikations-
verfahren wahrscheinlich eine noch groRere Rolle in der Zukunft der Mikrobiologie
spielen werden, als sie es jetzt schon tun, was neben vielen anderen Raoult et al in
ihrem Zukunftsausblick postulierten [93]. Millar et al haben im Jahr 2000 aufgezeigt,
dass PCR-basierte Methoden mit den weit verbreiteten Blutkulturmedien des Typs
BacT/Alert FAN Probleme bereiten. Sie identifizierten das in dem Blutkulturmedium
enthaltene antikoagulatorische und antikomplementdre Agens Natrium-
Polyanetholsulfonat (englisch: sodium polyantholsulfonate, SPS) und die Aktivkohle,
die seit Jahrzehnten als Zusatz zur Wachstumsbeschleunigung bestimmter Bakterien
und zur Absorption antimikrobieller Substanzen (z.B. bei vor Spezimengewinnung
begonnener Antibiotikatherapie) in mikrobiologischen Nahrmedien verwendet wird,
als PCR-Inhibitoren [39, 40, 43, 51, 73, 89]. Problematisch scheint hierbei unter an-
derem die Eigenschaft der Aktivkohle zu sein, freie DNA zu binden, was auch fir das
dem DNA-Molekil dahnliche SPS beschrieben ist [40, 72]. Fredricks et al zeigten auf,
dass das Entfernen des SPS aus PCR-Ansatzen die Amplifikation verbessert [40]. Ne-
ben den Bestandteilen des Nahrmediums der Blutkulturflaschen besitzen allerdings
auch Blut- und Plasmakomponenten selbst PCR-inhibitorisches Potential, was be-
reits in einigen Studien gezeigt werden konnte [1, 2, 83]. Die diagnostische Metho-
de, die in dieser Arbeit behandelt wird, ist eine NAT fir positive Blutkulturen des
Typs BacT/Alert FAN (bioMérieux), in der in dem Blut-Nahrmedium-Gemisch enthal-
tene PCR-Inhibitoren durch Diffusion in einem Filterpapier von dem der PCR zuge-
fihrten Material getrennt werden sollen. Die Moglichkeiten und Grenzen dieses
Assays sollen im Folgenden aufgezeigt und mit den von Eigner et al erhobenen Er-

gebnissen der dquivalenten Methode fiir BACTEC-Blutkulturmedien (Becton Dickin-
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son) [33] verglichen werden, die im Gegensatz zu BacT/Alert FAN-Blutkulturmedien

weniger SPS (0,03% gegeniiber 0,035%) und keine Aktivkohle enthalten [125].

12



Material und Methoden

2 Material und Methoden

2.1 Uberblick

Das GenoType ist ein Multiplex-PCR-Verfahren, an das eine reverse Hybridisierung
mit anschlieBendem Line-Blot gekoppelt ist. Die PCR-Produkte binden in diesem Fall
komplementar und sequenzspezifisch an immobilisierte Oligonukleotide auf einem
Membranstreifen, die in rdumlich getrennten Linien auf dem Streifen liegen (Line-
Blot). Dieses Kombinieren zweier DNA-Einzelstrange, in diesem Fall ein DNA-
Einzelstrang entsprechend dem PCR-Produkt und ein DNA-Einzelstrang entspre-
chend des Target-Oligonukleotids des Membranstreifens, nennt sich DNA-DNA-
Hybridisierung. Um diese durch Hybridisierung entstandene Bindung sichtbar zu
machen, wird an die PCR-Produkte alkalische Phosphatase gekoppelt, die durch
eine Substratumsetzung eine Anfarbung der Membranstreifenbande bewirkt. Die
Kopplung der alkalischen Phosphatase an die PCR-Produkte wird dadurch ermog-
licht, dass die Primer und somit die PCR-Produkte mit Biotin markiert sind, welches
mit dem an die alkalische Phosphatase gebundenen Streptavidin einen Komplex

bildet.

Streptavidin
/
Alkalische Phosphatase

Bio ——— Biotin

PCR-Produkt

I
Konjugat

Membranstreifen

Abb. 2.1: Hybridisierte Sonde auf dem Membranstreifen
Quelle: Hain Lifescience GmbH (Abbildung modifiziert)

Dieser Streptavidin-Biotin-Komplex entsteht durch eine der starksten bekannten

nicht-kovalenten Bindung zwischen zwei Makromolekiilen und ist heutzutage
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Grundlage moderner diagnostischer Assays [60, 116]. Wahrend die Affinitat von
Biotin zu in Vogeleiern enthaltenem Avidin bzw. durch Streptomycetaceae produ-
ziertem Streptavidin lange vorher bekannt war [74, 107], wurde die Verwendung
des Biotin-Streptavidin-alkalische-Phosphatase-Komplexes zur Sichtbarmachung
von DNA-DNA-Hybridisierungen in Zellkulturen erstmals 1987 von Lewis et al be-
schrieben [59]. Die Umsetzung hinzugegebenen Substrates durch die alkalische
Phophatase ist bei diesen Assays die Grundlage einer Einfarbung der hybridisierten
DNA-Strange, die im Falle des GenoType Banden auf den Membranstreifen sichtbar
werden lasst. Da die Anwendung des GenoType-Testkits ein essentieller Teil dieser
Arbeit ist, wird auf dessen Materialien und die Methodik im Folgenden sehr aus-

fahrlich eingegangen.

2.2 Material

2.2.1 Blutkulturen

Die Studie diente der Uberpriifung und Validierung der Speziesidentifikation mittels
GenoType aus BacT/Alert FAN-Blutkultur-Flaschen. Die in der Studie verwendeten
Proben waren zufillig ausgewahlte, positive Blutkulturen aus der herkdmmlichen
Routinediagnostik des Institutes fiir Medizinische Mikrobiologie und Krankenhaus-
hygiene des Universitatsklinikums Dusseldorf. Die Keimidentifikation mittels
GenoType erfolgte sowohl aus BacT/Alert-Blutkultur-Flaschen fiir aerobe Keime, als
auch fir BacT/Alert-Blutkultur-Flaschen fir anaerobe Keime. Es wurden keine zu-

satzlichen Blutkulturen fiir Studienzwecke abgenommen.
2.2.2 GenoCards und GenoCard-Stanze

Die von der Hain Lifescience GmbH zur Verfligung gestellten GenoCards dienten der
Trennung von bakterienhaltigem Blut-Kulturmedium-Gemisch und mdglichen PCR-
inhibitorischen Substanzen. Grundlage fiir die Trennung war eine Lage aus Filterpa-
pier, die bewirkte, dass sich das bakterienhaltige Kulturmedium von moglichen PCR-
Inhibitoren durch Diffusion in das Filterpapier trennt und separat mit der Stanze
inklusive Filterpapier entnommen und dem PCR-Mix zugefiihrt werden konnte. Zu

diesem Zweck wurden mithilfe von herkdmmlichen sterilen Spritzen mit steriler
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Kantle kreisférmige Filterpapierstellen, von denen jede GenoCard vier Stiick auf-
wies, mit einem Tropfen des Inhaltes der positiven Blutkulturflaschen beimpft.
Eine kugelschreiberdhnliche GenoCard-Stanze wurde ebenfalls von der Hain-

Lifescience GmbH zur Verfligung gestellt. Mit ihrer Hilfe lieBen sich aus dem roten

Randbereich des Kulturmedium-
Spots der GenoCard kleine Pel-
lets von einem Durchmesser von
etwa 2mm ausstanzen. Durch
einen in der Stanze integrierten,
mit einem Rickfedermechanis-
mus versehenen Metallstift lie- =

Ben sich die Pellets dann aus der Abb. 2.2: Beimpfte und gestanzte GenoCard
Stanzenspitze in die PCR-Tubes Beschriftet mit Labornummer der Probe, Gramver-
halten des enthaltenen Keims und Gewicht der Blut-

drucken. kulturflasche
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2.2.3 Gerdte

Fiir die Aufbereitung der Proben bis zur PCR wurden folgende Gerate verwendet:

Gerat Hersteller

Blutkultur-Brutschrank (BacT/Alert 3D) | bioMérieux, Nurtingen, Deutschland

Digitalwaage Hain-Lifescience , Nehren, Deutschland

Sterile Werkbank (PCR-Chamber)

BARO, Leichlingen, Deutschland

Tischrittler

Hain-Lifescience

Werkbank mit Abzug

Schulz Lufttechnik, Sprockhovel,

Deutschland

GenoCard-Stanze

Hain-Lifescience

Stanzunterlage

Hain-Lifescience

Thermocycler (2720 Thermocycler)

Applied Biosystems, Darmstadt,

Deutschland

Horizontalschittler (TwinCubator)

Hain-Lifescience

Pinzette (steril)

Tabelle 2.1: Verwendete Gerate

2.2.4 Plastikware

Produkt

Hersteller

Einmalspritzen, -kanilen (steril)

B. Braun Melsungen, Melsungen,

Deutschland

PCR-Tubes (steril)

B. Braun Melsungen

Plastikpipetten

Eppendorf, Hamburg, Deutschland

Einmalspitzen mit Filter 10ul, 100pul,
1000ul

Eppendorf, Hamburg, Deutschland

Horizontalschiittlerwdannchen (12

Kavitaten)

Hain-Lifescience

Tabelle 2.2: Verwendete Plastikware
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2.2.5 PCR-Mix-Komponenten

2.2.5.1 Pra-Mix

Komponente Hersteller
H20, Molekularer Grad Qiagen, Hilden, Deutschland
PCR-Puffer (15mM MgCl,) Qiagen
MgCl,-Losung (25mM MgCl,) Qiagen

Tabelle 2.3: Pra-Mix-Komponenten

2.2.5.2 Master-Mix

Komponente Hersteller

Pra-Mix Qiagen

Primer-Nukleotid-Mix Gramposi- Qiagen

tiv/Gramnegativ

Tag-Polymerase (1U/Ansatz) Qiagen

Tabelle 2.4: Master-Mix-Komponenten

2.2.6 Komponenten der reversen Hybridisierung und des Line-Blottings
2.2.6.1 Membranstreifen (DNA-Strips)

Die kleinen im GenoType-Testkit mitgelieferten Membranstreifen weisen je nach
grampositiver und gramnegativer Version eine unterschiedliche Zahl von Banden
auf, auf denen die keim- oder gattungsspezifischen Target-Oligonukleotidsequenzen
fur die PCR-Produkte liegen. Im Falle einer vorhandenen Bindung eines PCR-
Produktes im Sinne eines Line-Blots findet hier eine durch Substratumsetzung her-
vorgerufene Dunkelfarbung statt, die die Bande makroskopisch als positiv erkenn-

bar werden lasst. Das spezifische Bandenmuster erlaubt die Keimidentifikation.
2.2.6.2 Denaturierungslésung

Die Denaturierungslosung bewirkt eine chemische Denaturierung der
doppelstrangigen DNA der PCR-Produkte im Sinne einer Auftrennung in ihre Einzel-

strange.
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2.2.6.3 Woaschlosung (Stringent Solution) und Spiillésung (Rinse Solution)

Die Waschlosung entfernt unspezifisch gebundene DNA-Einzelstrange von den
Membranstreifen. Die Spullésung dient der Entfernung verbliebener Wasch- oder

Hybridisierungslésung von den in den Kavitaten liegenden DNA-Strips.
2.2.6.4 Konjugat

Bei dem Konjugat handelt es sich um mit Streptavidin konjugierte alkalische
Phosphatase. Das Streptavidin bindet an das Biotinmolekil der biotinmarkierten

Primer, die alkalische Phosphatase setzt das Substrat um.
2.2.6.5 Substrat

Die Farbumschlag des Substrates nach Umsetzung durch die alkaklische
Phosphatase ist die molekulare Entsprechung des Einfarbens der positiven Banden

des Membranstreifens.
2.2.6.6 Weitere Komponenten

Weitere Hilfskomponenten der Hybridisierung und des Line-Blottings waren Hybri-
disierungspuffer, Konjugatpuffer und Substratpuffer der Firma Hain Lifescience

GmbH und Agua Destillata.

2.3 Methoden

2.3.1 Probenauswahl und Ausschlusskriterien

In die Studie aufgenommen wurden 183 zufallig ausgewahlte positive Blutkulturen
aus der Routinediagnostik des Institutes fiir Medizinische Mikrobiologie und Kran-
kenhaushygiene verwendet. Eine Vorselektion wurde nicht durchgefiihrt. Die Blut-
kulturen enthielten insgesamt 95 grampositive und 89 gramnegative Keime, isoliert
aus insgesamt 141 Patienten. In 41 Fallen wurden zwei Proben eines Patienten ge-
testet, jeweils aerob und anaerob. In einem Fall wurden Blutkulturen von einem
Patienten getestet, die zu unterschiedlichen Zeitpunkten des Krankheitsverlaufes
abgenommen wurden. Eine Blutkultur enthielt zwei unterschiedliche Keime. Ausge-
schlossen wurden 5 Blutkulturen, bei denen die enthaltene Keimspezies nicht zwei-

felsfrei geklart werden konnte. Die phanotypische Identifikation des
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mikrobiologischen Labors wurde als Goldstandard definiert. Zur Identifizierung dis-

krepanter Ergebnisse wurde eine Sequenzierung durchgefihrt.
2.3.2 Umgang mit den positiven Blutkulturen im Rahmen der Studie

Nachdem sich eine Blutkultur im BacT/Alert 3D-Blutkultur-Brutschrank als positiv
herausgestellt hatte, wurde sie einerseits der Routinediagnostik des Labors zuge-
fuihrt, andererseits erfolgte ein Auftropfen des Blutkulturflascheninhalts auf die
GenoCard und eine separate Beimpfung einer Agarplatte zwecks Keimisolierung.
Von diesen Agarplatten wurden Ausstriche angefertigt, deren Keime 24 Stunden bei
36 +/- 1° C bei aeroben Bedingungen oder unter 5%-C0O,-Begasung bebritet wurden
und auf Glycerin oder in phosphatgepufferter Salzlésung (PBS-Puffer) bei -70°C ein-
gefroren wurden. Anhand dieser isolierten und eingefrorenen Keime wurden nach-
traglich Keime diskrepanter Testungen einer Sequenzierung unterzogen. Die

beimpfte GenoCard wurde mittels GenoType analysiert.
2.3.3 Methoden der Routine- und Referenzdiagnostik

2.3.3.1 Kultivierung der klinischen Blutkulturproben

Die Kultivierung der klinischen Blutkulturproben erfolgte im BacT/Alert 3D-Geréat

mit den Blutkulturmedien BacT/Alert FAN.
2.3.3.2 Speziesbestimmung

Bei positiven Blutkulturen wurde das Gramverhalten des enthaltenen Keims im Aus-
strich bestimmt und es wurde eine Subkultivierung auf kommerziellen Blut-,
Kochblut-, MacConkey- oder Sabouraud-Agar durchgefiihrt, bei bestimmten Erre-
gern wurden selbsthergestellte Kulturmedien verwendet. Die Speziesbestimmung
gramnegativer Keime erfolgte mittels biochemischer Standardmethoden, bei Strep-
tokokken und Staphylokokken zum Teil zusatzlich mittels Agglutinationsreaktionen

(Prolex Staph Xtra Latex-Kit, Pro-Lab Diagnostics).

2.3.3.3 Resistenzbestimmung

Die Methicillin-Resistenzbestimmung der Staphylokokken wurde nach CLSI-
Standards durch Agar-Diffusion und im halbautomatischen Gerat VITEK 2 ermittelt.
Die Vancomycin-Resistenzbestimmung der Enterokokken wurde durch Broth-

Dilution oder Etest (bioMérieux) durchgefiihrt.
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2.3.4 Der GenoType
2.3.4.1 Isolation und Amplifikation der bakteriellen DNA
2.3.4.1.1 Entnahme des Materials und Auftropfen auf die GenoCard

Um das DNA-haltige Material der Blutkultur von anderen Bestandteilen des
BacT/Alert-Mediums zu trennen, wurde Flascheninhalt abgeimpft und etwa 50ul
entsprechend eines frei fallenden Tropfens auf das vorgesehene Feld der GenoCard

aufgebracht.
2.3.4.1.2 DNA-Extraktion

Die Struktur des Filterpapiers der GenoCard bewirkt nach dem Beimpfen eine
makroskopisch zweiphasige Auftrennung des Kulturmediums. Im Normalfall ent-
stand ein rotlicher Spot mit schwarzem Zentrum. Die GenoCards verblieben fir et-
wa 30min bei 35°C im Brutraum, um ein schnelleres Trocknen des Spots zu

erreichen.
2.3.4.1.3 Vorbereiten der PCR

Bevor das Testmaterial aus der GenoCard entnommen wurde, mussten die PCR-
Tubes in einer geeigneten DNA-freien Umgebung unter dem Abzug vorbereitet
werden. Hierbei ergaben sich Unterschiede, je nachdem, ob grampositive oder
gramnegative Erreger identifiziert werden sollten. Das ergab sich aus dem Ergebnis
der Gramfarbung im Rahmen der Routinediagnostik. Ergab die Gramfarbung des
Blutkulturmaterials gramnegative Erreger, wurde fiir jede Patientenprobe ein ein-
zelnes PCR-Tube mit 45ul PCR-Mix prapariert. Der PCR-Mix bestand aus 10ul Pra-
Mix (5ul PCR-Polymerasepuffer zu 15mM MgCl,, 2ul MgCly-Lésung zu 25mM MgCl,,
3ul Wasser molekularen Grades), 35ul Primer-Nukleotid-Mix und 0,2ul Tag-
Polymerase (entspricht 1U) pro Ansatz. Sowohl die Primer des gramnegativen, als
auch des grampositiven Primer-Nukleotid-Mixes waren biotinmarkiert. Bei der Spe-
zifizierung grampositiver Erreger wurden fiir jede Patientenprobe zwei PCR-Anséatze
zu 45ul prapariert, entsprechend der Spezies- und Resistenzdiagnostik. Im Rahmen
der Resistenzdiagnostik kamen finf Primer zum Einsatz: Einer bindet spezifisch an
Teile des mecA-Gens, das fir die Methicillin-Resistenz codiert, vier andere detektie-

ren die funf Vancomycinresistenz-codierenden Gene vanA, vanB, vanCl und
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vanC2/3, wobei vanC2 und vanC3 aufgrund ihrer engen genetischen Verwandt-
schaft von einem einzelnen Primer detektiert werden und somit mittels GenoType
nicht differenzierbar sind. Zusatzlich zu den PCR-Tubes fiir die Testungen wurden in
dieser Studie zwei Negativkontrollen zu jedem Reaktionsansatz beigefiigt. Eine Kon-
taminationskontrolle, die einen kompletten PCR-Mix ohne spdteren Stanzzusatz
enthielt und Stanzleerkontrolle, die eine Stanzprobe aus einem nicht betropften
Bereich der GenoCard zugesetzt bekam. Mit Hilfe der Kontaminationskontrolle und
der Stanzleerkontrolle sollte eine Verfalschung der Ergebnisse durch Kontaminatio-
nen wahrend der Probenaufbereitung, insbesondere wahrend der PCR-
Vorbereitung, und Verunreinigungen der GenoCard oder GenoCard-Stanze ausge-

schlossen werden.

2.3.4.1.4 Ausstanzen des Materials aus der GenoCard und Einbringen in die PCR-

Ansdtze

Fur das Ausstanzen aus der GenoCard wurden die PCR-Tubes aus dem DNA-freien
Raum gebracht und unter dem Abzug weiterbearbeitet. Nun wurde aus dem be-
impften Feld der GenoCard eine Stanzprobe entnommen. Zu diesem Zweck schob
man eine daflir vorgesehene Stanzunterlage in den entsprechenden Slot der
GenoCard. Dann setzte man die Stanze im rétlichen Teil des Spots am Rande des
schwarzen, kohlehaltigen Bereiches des Filterpapiers auf der GenoCard auf und
driickte, bis ein kleines Pellet des Materials in der Stanze hdangen blieb. Dieses Pellet
wurde nun durch Druck auf das obere Ende der Stanze von einem kleinen Metall-
stift aus der Stanzenspitze in das jeweilige PCR-Tube gedriickt. Hierbei war darauf
zu achten, dass vor Beginn der PCR alle Pellets auf den Boden des mit PCR-Mix ge-
flllten Tubes gesunken sind. Bei Testung grampositiver Erreger wurden zwei Stanz-
proben pro Spot entnommen, um jeweils einen in beide Primer-Nukleotid-Mixes
geben zu kdnnen. Nachdem ein Spot fertig gestanzt war, wurde die Stanze mit ei-
nem mit Hydrochlorit getrankten Tuch gereinigt und dreimal in einem dafir vorge-
sehenen unbetropften Filterpapierbereich der GenoCard ausgestanzt. Die jeweils

letzte Leerstanzung einer Testung wurde der Stanzleerkontrolle beigefiigt.
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2.3.4.1.5 DNA-Amplifikation mittels PCR

Die fertig praparierten PCR-Tubes wurden nun in den Thermocycler gegeben, der

ein voreingestelltes Programm ablaufen lieR3.

Anzahl der
Schritt Dauer Temperatur
Zyklen

Denaturierung 5 min 95°C 1

30 sec 95°C 10
Primerhybridisierung 2 min 58°C
Denaturierung 25 sec 95°C 20
Primerhybridisierung 40 sec 53°C
Elongation 40 sec 70°C
Elongation 8 min 70°C 1
Final Hold variabel 8°C 1

Tabelle 2.5: Programm des Thermocyclers

2.3.4.2 Reverse Hybridisierung und Line-Blot

Der Amplifikation der bakteriellen DNA folgte die reverse Hybridisierung auf den
Membranstreifen mit anschlieRender Farbung durch eine Enzym-Substrat-Reaktion.

Hierzu wurden folgende Schritte durchgefiihrt:
2.3.4.2.1 Erster Schritt: Denaturierung der DNA

In ein spezielles Plastikwdannchen mit zwolf Kavitaten wurde in jede bendtigte Kavi-
tat, was der Anzahl der zu testenden Proben entsprach, Denaturierungslosung und
die PCR-Produkte pipettiert und durch Auf- und Abpipettieren gemischt. Das Ver-
haltnis von Denaturierungspuffer und PCR-Produkt entsprach hierbei 1:1. Da jedem
PCR-Tube 20ul PCR-Produkt dem Test zugefiihrt werden, entsprach das bei einer
gramnegativen Testung 20ul Denaturierungspuffer, bei einer grampositiven Testung
40ul Denaturierungspuffer, da hier fiir jede Probe zwei PCR-Ansatze angefertigt

wurden, eine Spezies- und eine Resistenzbestimmung.
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2.3.4.2.2 Zweiter Schritt: Reverse Hybridisierung

Zu der denaturierten DNA wurde jeweils 1ml auf 37°C erwarmter Hybridisierungs-
puffer in jede Kavitat gegeben. Nach Vermischen durch vorsichtiges manuelles
Schaukeln des Wannchens wurde mit der Pinzette in die Pufferldsung jeder Kavitat
ein Membranstreifen gelegt, wobei Kreuzkontaminationen zwischen den Kavitadten
zu vermeiden waren. Das Wannchen wurde nun wie vorgesehen in den Horizontal-
schiittler (TwinCubator) gestellt und der erste Teil eines voreingestellten Pro-
gramms lief ab, das einer Horizontalschiittelung bei 45°C fir 30min entsprach, in
der die Bindung der DNA der biotinmarkierten PCR-Produkte an die DNA-Sonden

der Membranstreifen stattfand.
2.3.4.2.3 Diritter Schritt: Entfernen unspezifisch gebundener DNA

Nachdem der dreiigminitige Hybridisierungsvorgang abgeschlossen war, wurde
der Hybridisierungspuffer per AbgieRen in ein FlUssigentsorgungsgefall und an-
schlieBendes Ausstreichen des Wannchens liber saugfahigem Papier entfernt. (Die-
ser Arbeitsschritt galt fiir alle aus dem Wannchen zu entfernenden Flissigkeiten
und wird im Folgenden nicht mehr erwahnt.) Kapillarkrafte verhindern hierbei das
Herausfallen der Membranstreifen aus den Kavitaten. Jetzt wurde 1ml der ebenfalls
auf 37°C erwdarmten Waschldsung (Stringent Solution) in jede Kavitat gegeben und
die Membranstreifen 15min bei 45°C im Horizontalschittler inkubiert. In diesem
Schritt wurden unspezifisch an Sonden gebundene PCR-Produkte, Mismatches, von
der Sonde geldst, um falsch-positive Ergebnisse zu vermeiden. Danach wurde die
Waschlosung aus den Kavitaten entfernt (Stringent Wash). Nach dem Abldsen der
Mismatches wurde eventuell verbliebene Stringent-Waschlésung durch
einmindtiges Spulen jeder Kavitdat mit 1ml Spillésung (Rinse Solution) im Horizon-
talschittler bei Raumtemperatur entfernt, um Interaktionen der Stringent-
Waschlosung mit der im Anschluss hinzugefligten Konjugatlésung zu vermeiden

(Rinse Wash).
2.3.4.2.4 Vierter Schritt: Konjugatbindung

Die biotinmarkierten PCR-Produkte waren jetzt an den Sonden der verschiedenen
Banden gebunden. Um das fiir die Substratumsetzung benétigte Konjugat, an Strep-

tavidin gebundene alkalische Phosphatase, an das Biotin der PCR-Produkte zu bin-
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den, wurden die PCR-Produkte 30min bei Raumtemperatur mit dem
Konjugatkomplex inkubiert. Dabei bildete sich ein Streptavidin-Biotin-Komplex aus,
der die Verbindung zwischen alkalischer Phosphatase und den PCR-Produkten auf

den Sonden der Membranstreifen herstellte.
2.3.4.2.5 Flinfter Schritt: Substratreaktion

Nachdem die Konjugatlosung vollstandig aus den Kavitdaten entfernt worden war,
hierzu wurden zusatzlich zum Abschiitten zwei Waschvorgange mit Spillésung und
anschliefend ein Waschvorgang mit destilliertem Wasser durchgefiihrt, wurde 1ml
des ebenfalls im Verhaltnis 1:100 mit Substratpuffer verdiinnten Substrates zu den
Membranstreifen in die Kavitdten pipettiert. An Banden, an deren Sonden PCR-
Produkte gebunden hatten, wurde das Substrat nun durch die an die PCR-Produkte
gebundene alkalische Phosphatase umgesetzt und ein Farbumschlag wurde sicht-
bar: Die Bande farbte sich dunkel und wurde als positiv ausgewertet. Dieser Vor-
gang konnte zwischen 2 und 10min dauern und sollte durch zweimaliges kurzes
Splilen mit destilliertem Wasser abgeschlossen werden, um (ibermaRige Banden-

farbung oder unspezifische Anfarbungen zu verhindern.

Schritt Dauer Temperatur
Hybridisierung 30min 45°C horizontalgeschiit
Stringent-Wash 15min 45°C telt
Rinse-Wash 1min Raumtemperatur
Konjugatbindung 30min
Rinse-Wash Imin
Rinse-Wash 1min
Waschung mit 1min
Aguadest
Substratinkubation 2-10min ungeschittelt

Tabelle 2.6: Programm des Horizontalschittlers (Twincubator)
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2.3.4.3 Auswertung des Bandenmusters

Membranstreifen, an denen PCR-Produkte gebunden hatten, wiesen ein fir ein
Bakterium oder eine Bakteriengruppe spezifisches Bandenmuster auf, das mit Hilfe
einer Schablone und einer Speziestabelle dem entsprechenden Keim zugeordnet
werden konnte. Damit war die Speziesdiagnostik mittels GenoType abgeschlossen.
Unspezifisch sind die Banden 1 und 2. Die erste Bande ist die Konjugatkontrolle,
deren Einfarbung die erfolgte Konjugat-Substrat-Reaktion dokumentiert, die zweite
Bande dokumentiert unspezifisch das Vorhandensein bakterieller DNA, erlaubt aber
keine Riickschliisse auf die jeweilige Spezies. Beim GenoType grampositive existie-
ren im Gegensatz zum GenoType gramnegative zusatzlich zu den zwei Kontroll- und
den speziesspezifischen Banden noch eine Bande fiir das mecA-Gen (16) und 4 Ban-

den fir die verschiedenen van-Gene (21-24).

o ” Spezifache Genssnden

= Anfarbing

= Anfarbung maglich

schwache Arfarbung maglich

Abb. 2.3: Mogliche Bandenmuster des GenoType grampositive
Die Banden 16 und 21-24 markieren mecA- bzw. van-Resistenzgene
Quelle: Hain Lifescience
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Abb. 2.4: Moégliche Bandenmuster des GenoType gramnegative
Quelle: Hain Lifescience

2.3.5 Umgang mit diskrepanten Ergebnissen
2.3.5.1 Diskrepante Spezies

Ergab die Hain-Methode ein anderes Ergebnis als die Referenzdiagnostik, so wurde
bei allen Keimen, die durch Einfrieren zur Verfligung standen, weitere Diagnostik
angeschlossen. Die 16s-rDNA der Keime wurde durch das Labor Dr. Limbach und
Kollegen, Heidelberg, mittels PCR amplifiziert [Primer: AGAGTTTGATCATGGCT
CAGRWYGAACG (E. coli Positionen 8 bis 28) und CGTATTACCGCGGCTGCTGGCACG
(E. coli Positionen 515 bis 528)] und die Amplifikate mit dem automatischen Se-
guenzanalysegerdat ABI PRISM 310 (Applera GmbH, Weiterstadt, Deutschland)
sequenziert. Das Ergebnis wurde mit der Datenbank Sepsitest Blast

(http://www.sepsitest-blast.de) abgeglichen.
2.3.5.2 Diskrepante Methicillin- bzw. Vancomycinresistenz

Diskrepante Angaben der Hain-Methode beziigliche Methicillin- oder Vancomycin-
Resistenzen wurden Uber PCR-Nachweis der van-, bzw. mecA-Resistenzgene aus

Stanzproben oder abgeimpften Kolonien abgeklart.
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3 Ergebnisse

3.1 GenoType BC grampositive

Die 95 grampositiven Keime verteilten sich auf Staphylococcus epidermidis, 32
(33,7% der grampositiven Keime), Staphylococcus aureus, 26 (27,4%), davon 5
MRSA (5,3%), Enterococcus faecalis, Enterococcus faecium, je 9 (9,5%),
Staphylococcus hominis, 6 (6,3%), Streptococcus pneumoniae, 4 (4,2%),
Streptococcus mitis, 2 (2,1%), Streptococcus gordonae 1 (1,1%), Streptococcus
sanguis, 1 (1,1%), Enterococcus hirae 1 (1,1%) und andere, nicht mit der Hain-
Methode erkennbare grampositive Keime, 4 (4,2%). Es sei an darauf hingewiesen,
dass zwei Keime, die letztendlich als ein Streptococcus gordonae und ein Enterococ-
cus hirae identifiziert wurden, zu den erkennbaren Keimen hinzugezahlt wurden.
Der GenoType identifizierte den Streptococcus gordonae als einen Streptococcus
der Gruppe Streptococcus anginosus, constellatus, intermedius, mutans oder
sanguis (alle durch eine Bande des DNA-Strip codiert, siehe Abb. 2.3: Mogliche
Bandenmuster des GenoType grampositive) und den Enterococcus hirae als Entero-
coccus faecium, was aufgrund der jeweils engen Verwandtschaft als korrektes Er-
gebnis gewertet wurde. Von den 91 nachweisbaren grampositiven Keimen wurden
demzufolge 72 (79,1%) korrekt mittels Hain-Methode identifiziert. Die nicht er-
kennbaren Keime zeigten in 3 der 4 Falle (75%) korrekterweise ein positives Signal
in der Konjugat- und Universalkontrollbande, die erfolgreiche
Konjugatbindungsreaktion bzw. den Nachweis unspezifischer bakterieller DNA an-
zeigen. Von den 5 MRSA wurde 3 korrekt im Sinne von korrekten Speziesbanden
und korrekter mecA-Bande identifiziert. Einmal misslang die Spezies- und einmal die
mecA-ldentifikation. Insgesamt wurden also 75 von 95 grampositiven Keimen kor-

rekt erkannt, was einem prozentualen Anteil von 78,9% entspricht.
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Anzahl der Isolate
korrekt inkorrekt
Spezies insgesamt
identifiziert identifiziert
Enterococcus faecalis 9 7 [77,8%] 2 [22,2%]
Enterococcus faecium 9 8 [88,9%)] 1[11,1%]
Enterococcus hirae® 1 1 [100%] 0 [0%]
Staphylococcus aureus 26 22 [84,6%)] 4 [15,4%)
Staphylococcus
32 25 [78.1%] 7 [21,9%]
epidermidis
Staphylococcus hominis 6 4 [66,7%] 2 [33,3%]
Streptococcus
4 3 [75%] 1 [25%]
pneumoniae
Streptococcus mitis 2 0 [0%] 2 [100%]
Streptococcus sanguis 1 1 [100%] 0 [0%]
Streptococcus
X 1 1 [100%] 0 [0%]
gordonae
Total 91 72 [79,1%] 19 [20,9%]

Tabelle 3.1: Ergebnisse der mit GenoType erkennbaren grampositiven Keime

Das erhaltene Bandenmuster (1, 2, 18) entsprecht laut Auswertungsbogen der Firma Hain
Lifescience Enterococcus faecium. Obwohl E. hirae nichtexplizit aufgeflihrt ist, wurde er
wegen der engen Verwandtschaft zu E. faecium als korrektes Ergebnis gewertet.

’Das erhaltene Bandenmuster (1, 2, 3) entspricht laut Auswertungsbogen der Firma Hain
Lifescience Streptococcus anginosus/constellatus/intermedius/mutans/sanguis. Obwohl
Streptococcus gordonae nicht explizit aufgefiihrt ist, wurde er wegen der engen Verwandt-
schaft mit dieser Gruppe als korrektes Ergebnis gewertet.
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Anzahl der Isolate
korrekt inkorrekt
Spezies insgesamt
identifiziert identifiziert

Streptococcus 1 1 [100%] 0 [0%]
salivarius
Propionibakterien 2 2 [100%] 0 [0%]
Corynebakterien 1 0 [0%] 1 [100%]
Total 4 3 [75%] 1 [25%]

Tabelle 3.2: Ergebnisse der mit GenoType nicht erkennbaren grampositiven Keime
Das Ergebnis wurde als korrekt gewertet, wenn sich die Banden der Konjugatkontrolle und
der Universalkontrolle positiv zeigten

3.2 GenoType BC grampositive Resistenzgennachweis

3.2.1 MecA

In 24 der laut GenoType BC grampositive 26 mecA-positiven Proben wurden Ulber-
einstimmende Ergebnisse zwischen der Routinediagnostik und dem GenoType BC
grampositive gefunden. 2 mecA-Banden waren falsch-positiv, 4 Proben waren
falsch-negativ. Fiir diesen Parameter ergibt sich folglich eine diagnostische Sensitivi-

tat von 85,7% und eine diagnostische Spezifitat von 97,2%.
3.2.2 Vancomycin-Resistenzgene

Ist der GenoType BC grampositive theoretisch in der Lage, flinf verschiedene Van-
comycin-Resistenzgene nachzuweisen, namentlich vanA, vanB, vanC1l und vanC2
und 3 (vanC2 und vanC3 werden von einem Primer detektiert und kénnen somit
nicht voneinander abgegrenzt werden), so trat wahrend der Studie nur ein Vanco-
mycin-Resistenzgen vom Typ vanB auf. Dieses wurde vom GenoType BC grampositi-
ve erkannt. Da es in der Routinediagnostik nicht aufgefallen war, wurde das

Ergebnis in Nachhinein mittels PCR bestatigt.

3.3 GenoType BC gramnegative

Die 94 gramnegativen Keime verteilten sich auf Escherichia coli, 39 (43,8% der
gramnegativen Keime), Klebsiella pneumoniae, 20 (22,5%), Enterobacter cloacae, 7

(7,9%), Pseudomonas aeruginosa, 5 (5,6%), Proteus mirabilis, Serratia marcescens,
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je 3 (je 3,4%), Acinetobacter baumanii, Citrobacter koseri, Klebsiella oxytoca, Salmo-

nella enteritidis, alle je 2 (je 2,2%). Hinzu kommen 3 (3,4%) von der Hain-Methode

nicht erkennbare gramnegative Keime. Von den 86 nachweisbaren Keimen wurden

mittels Hain-Methode 81 (94,2%) korrekt identifiziert. Bei den nicht nachweisbaren

Keimen war in allen 3 Fallen korrekterweise das Signal der Konjugat- und Universal-

kontrollbande positiv. Insgesamt wurden also 84 von 89 gramnegativen Keimen

korrekt erkannt, was einem prozentualen Anteil von 94,4% entspricht.

Anzahl der Isolate

korrekt inkorrekt
Spezies insgesamt
identifiziert identifiziert

Escherichia coli 39 38 [97,4%] 1[2,6%]
Acinetobacter

2 1 [50%] 1 [50%]
baumanii
Citrobacter koseri 2 2 [100%] 0 [0%]
Klebsiella pneumoniae 20 20 [100%] 0 [0%]
Pseudomonas

5 4 [80%] 1 [20%]
aeruginosa
Proteus mirabilis 3 3 [100%)] 0 [0%]
Enterobacter cloacae 7 5[71,4%] 2 [28,6%]
Enterobacter

1 1 [100%] 0 [0%]
aerogenes
Klebsiella oxytoca 2 2 [100%)] 0 [0%]
Salmonella enteritidis 2 2 [100%)] 0 [0%]
Serratia marcescens 3 3 [100%] 0 [0%]
Total 86 81 [94,2%] 5 [5,8%]

Tabelle 3.3: Ergebnisse der mit GenoType erkennbaren gramnegativen Keime
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Anzahl der Isolate
korrekt inkorrekt
Spezies insgesamt
identifiziert identifiziert
Bacillus spp. 2 2 [100%] 0 [0%]
Bacteroides-Spezies 1 1 [100%] 0 [0%]
Total 3 3 [100] 0 [0%]

Tabelle 3.4: Ergebnisse der mit GenoType nicht erkennbaren gramnegativen Keime

Das Ergebnis wurde als korrekt gewertet, wenn sich die Banden der Konjugatkontrolle und
der Universalkontrolle positiv zeigten

'Die der Untersuchung mittels GenoType vorausgehende Gramfirbung zeigte vereinzelte
negative Stibe, weswegen die Probe dem Testkit flir gramnegative Keime zugefiihrt wurde.
Die phanotypische Identifizierung erbrachte das Ergebnis Bacillus spp..

3.4 Diagnostische Sensitivitdit und Spezifitdt

Insgesamt wurden 184 kulturelle Keimnachweise in dieser Studie analysiert, davon
waren 95 Keime grampositiv und 89 gramnegativ. Von den 184 Keimen wurden 159
Keime korrekt mittels GenoType identifiziert. In 23 Fallen gelang der Keimnachweis
nicht, obwohl der getestete Keim mit GenoType identifizierbar hatte sein muissen
(falsch negativ). In 2 Fallen erkannte der GenoType einen falschen Keim (falsch posi-
tiv). Aus diesen Ergebnissen ergibt sich eine diagnostische Sensitivitdat von 87,4%
(richtig positiv/richtig positiv + falsch negativ) und eine diagnostische Spezifitat von

98,9% (richtig negativ/richtig negativ + falsch positiv).

3.5 Vergleich mit dquivalenter Methode fiir BACTEC-Blutkultur-

medien

Eigner et al evaluierten 2005 die GenoType-Methode fiir BACTEC-Blutkulturmedien
der Firma Becton Dickinson. In dieser Studie konnten 148 der 152 (97,4%) grampo-
sitiven und 89 von 91 (97,8%) der gramnegativen Keime korrekt identifiziert werden
[33]. Demgegeniiber konnten wir in der vorliegenden Studie bei gleicher Methode
fur BacT/Alert-Kulturmedien der gleichen Firma fur grampositive Keime in 75 von 95
Fallen korrekte Ergebnisse (78,9%) und flir gramnegative Keime in 84 von 89 Fillen
korrekte Ergebnisse (94,4%) erzielen. Die Ergebnisse der gramnegativen Testreihe
sind also vergleichbar und nicht signifikant unterschiedlich (p = 0,2753, Fisher’s

Exact Test). Die Keimidentifikation fur die grampositiven Testreihe fur BacT/Alert-
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Kulturmedien gelingt signifikant seltener als fir BACTEC-Blutkulturmedien (p <

0,0001).
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Tabelle 3.5 Ergebnisse des GenoType fir Blutkulturmedien des Typs BACTEC und BacT/Alert

im Vergleich

Quelle der BACTEC-Ergebnisse: [33]
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4 Diskussion

4.1 Erlduterung und Einordnung der Identifizierungsergebnisse

4.1.1 Keimidentifikation

In zwei Fallen, in denen sowohl die Keimdetektion als auch —identifikation miss-
glickte, fand sich in den entsprechenden Blutkulturen auffillig wenig Testmaterial:
Bei einer Kultur mit Staphylococcus aureus enthielt die Blutkulturflasche nur 0,1g
Probenmenge (entsprechend der Differenz aus Blutkulturflaschenleergewicht und
Gewicht der positiv gemeldeten Blutkultur), bei einer Testung eines Escherichia coli
betrug das Probengewicht 0,65g. Auf dem Hintergrund der Tatsache, dass bei bei-
den Blutkulturflaschen durch das automatische System Keimwachstum gemeldet
wurde, muss man allerdings davon ausgehen, dass geniigend bakterielles Material
vorhanden gewesen sein misste, um zu einem positiven Ergebnis bei der Testung
mittels GenoType zu fluhren. Beide Testungen gingen in die Auswertung mit ein. Bei
einer Testung einer Kultur mit nicht naher spezifizierten Corynebakterien ergab sich
das Bandenmuster eines Staphylococcus aureus, was am ehesten als Carryover-
Kontamination anzusehen ist, da im gleichen Testansatz mehrere Staphylococcus
aureus vertreten waren.

Die Leistung des GenoType grampositive gengentiiber der des GenoType gramnega-
tive ist signifikant schlechter (p=0,0024, Fisher’s Exact Test). Auch Eigner et al er-
hielten in ihrer Evaluationsstudie fir das GenoType fir BACTEC-Blutkultursysteme
ebenfalls schlechtere Ergebnisse bei grampositiven Keimen [33]. Als mogliche Erkla-
rung kdnnte man die mechanisch robustere Zellwand der grampositiven Keime hin-
zuziehen, die die DNA-Extraktion erschwert [91]. Allerdings dokumentiert die auch
in den allermeisten Fallen nicht gegliickter Keimidentifikation angefarbte zweite
Bande des Membranstreifens das Vorhandensein bakterieller DNA, was beweist,
dass eine DNA-Extraktion der Amplifikation vorausgegangen sein muss. Die Zell-
wand wird also nur ein Teilaspekt der Ursache zu sein. DNA-Sequenzvariationen
konnten eine Moglichkeit sein, Hinweise darauf haben sich aber in den Sequenzie-
rungen nicht ergeben. Andere Einflussfaktoren, wie die oben angesprochene in die

Blutkulturflasche injizierte Blutmenge oder das unzureichende Entfernen von PCR-
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Inhibitoren scheinen eine Rolle zu spielen, konnten allerdings nicht abschlieBend

geklart werden.
4.1.2 Resistenzgenidentifikation
4.1.2.1 Methicillin-Resistenz (mecA-Gen)

Im Laufe der Studie traten 28 Methicillin-Resistenzen im Sinne des Vorkommens
eines mecA-Gens auf. 24 der mecA-Gene wurden mittels GenoType korrekt identifi-
ziert, 4 waren falsch-negativ und 2 falsch-positiv. In drei Fallen von phanotypisch
Methicillin-resistenten Keimen wurde keine Bande auller Konjugatkontrollbande
positiv, so dass in diesen Fallen wahrscheinlich ein der mecA-Detektion libergeord-
netes Problem im Sinne einer Fehlbeimpfung, eines fehlenden Stanzstiickes im PCR-
GefaBR oder einer PCR-Inhibition vorlag, das die Aussagekraft Uber mecA-
Detektionsfahigkeit des GenoType im Speziellen in diesen drei Féllen einschrankt.
Dennoch flossen auch diese drei Testungen vollwertig in die Auswertung mit ein.
Die errechnete Sensitivitat von 85,7% und die Spezifitat von 97,2% ist mit anderen
Systemen zur Identifikation Methicillin-resistenter Keime durchaus vergleichbar
[64]. Allerdings erreichte zum Beispiel ein real-time PCR-Verfahren fiir die Detektion
des mecA-Gens aus positiven Blutkulturen 97% bzw. 100% Sensitivitat und Spezifitat
[109] und ein mit dem GenoType vergleichbaren Multiplex-PCR-Verfahren aus posi-

tiven Blutkulturen 100% fiur beide Parameter [121].
4.1.2.2 Vancomycin-Resistenzgene

Die GenoType-Methode erkennt Vancomycin-Resistenzgene des Typs vanA, B und
vanCl, 2 und 3. Wahrend der Studie trat nur ein Fall einer Vancomycin-Resistenz
auf, die im phanotypischen Test allerdings nicht auffiel. Erst das Einfarben der vanB-
Bande des GenoType und die danach durchgefiihrte PCR identifizierten das Resis-
tenzgen des Enterococcus hirae. Die Leistungsfahigkeit des GenoType bezliglich der
Detektion der Vancomycin-Resistenzgene lasst sich aus einem einzelnen positiven
Fall nicht bewerten. Allerdings deutet der Ablauf der Detektion darauf hin, dass auf
Gendetektion basierende molekulare Methoden auch potentielle Resistenzen in
Bakterienpopulationen mit heterogener Resistenzgenexpression aufdecken und
damit Vorteile gegenliber phdnotypischen Methoden haben, die eine vermeintliche

Antibiotikasensitivitat solcher Keimpopulationen suggerieren.
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4.1.3 Beurteilung der Identifikationsergebnisse

Die Ergebnisse legen den Schluss nahe, dass sich die GenoCards zur DNA-Extraktion
aus positiven BacT/Alert-Blutkulturmedien eignen und das GenoType-Verfahren fir
BacT/Alert-Blutkulturmedien verlassliche Ergebnisse liefert. Das wird vor allem fiir
den GenoType gramnegative deutlich. Im Vergleich mit dem &dquivalenten Verfah-
ren fir BACTEC-Blutkultursysteme ist der GenoType gramnegative fir die Keimiden-
tifikation aus BacT/Alert-Medien mit in 94,4% der Fille korrekter Keimidentifikation
gleichwertig (p=0,2753 im Vergleich zu 97,8% fiir BACTEC-Medien [33]). Das zeigt,
dass die Entfernung von PCR-Inhibitoren aus dem Blutkulturmedium suffizient funk-
tioniert. Der GenoType grampositive gelingt flir BacT/Alert-Medien im Vergleich zu
BACTEC-Medien signifikant seltener (p < 0,0001, 78,9% gegeniiber 97,4% korrekte
Identifikation). Dieses schlechtere Ergebnis des GenoType grampositive lasst vermu-
ten, dass mindestens ein Schritt des GenoType-Verfahrens fir BacT/Alert-Medien
mit grampositiven Keimen weniger gut funktioniert als mit gramnegativen Keimen.
Die mechanisch robustere Zellwand kénnte eine Rolle bei der DNA-Extraktion spie-
len [33, 92]. Das spiegelt sich auch in den Ergebnissen von Eigner et al [33] wider,
jedoch in deutlich geringerem Mafie und scheint somit keine hinreichende Erkla-
rung zu sein. Fur die Klarung weiterer Ursachen dieser Diskrepanz sind eingehende-

re Aufarbeitungen notwendig.
4.2 Handhabung

Die einzelnen Schritte der Keimdiagnostik mittels GenoType sind prinzipiell einfach
und fiir jede Testung immer wieder identisch, sowohl vom Handlungs-, als auch vom
zeitlichen Ablauf. Diese Tatsache vereinfacht die Einarbeitung und den Umgang mit
der Methodik. Einschrankend ist aber festzuhalten, dass einzelne Schritte potentiel-
le Fehlerquellen aufweisen. Den Anfang macht hierbei das Betropfen der
GenoCards. Die Beimpfungsmenge ist auf einen frei fallenden Tropfen definiert, was
sich zum Teil als etwas miRig herausstellt und im nicht gelungenen Fall zu Spots
fahrt, die nicht die gewlinschte kreisrunde Form und klar definierte Zweifarbigkeit
aufweisen. Das kann die Entnahme des Stanzstlickes verkomplizieren, da ein geeig-
neter Ort fiir die Entnahme aus dem Spot nicht klar ersichtlich ist und somit eher
PCR-Inhibitoren des Kulturmediums in die PCR-Ansdtze gelangen kdnnen. Solche
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Spots, die wesentlich vom Idealbild abweichen, sollten verworfen und die
Beimpfung wiederholt werden. Allerdings bleibt auch im Falle eines optimalen Spots
die Entnahme des Stanzstiickes immer ein manueller und somit nicht
standardisierbarer, bzw. nicht maschinell durchfiihrbarer Schritt, der stets den Ein-
schrankungen der jeweiligen Anwender unterlegen sein wird. Als weitere mogliche
Fehlerquelle ist die GenoCard-Stanze zu nennen. Sie leidet mit zunehmender Zeit
vor allem unter den Desinfektionen mit Hydrochlorit, die trotz Reinigung mittels
geeigneter Tlcher Salzriickstande auf dem Metall der Stanze hinterlassen, die die
Mechanik der Stanze behindern. Dies fuhrt dazu, dass die in die Stanze aufgenom-
menen Stanzstlicke zum Teil etwas unkontrolliert aus der Stanze herausspringen,
wenn man sie in die PCR-Gefalle geben mdchte. Hier ist zur Vermeidung von Kreuz-
kontaminationen und fehlendem Stanzstiick im PCR-GefaR Vorsicht geboten und die
PCR-GefaRe sollten vor der PCR unbedingt auf fehlende oder doppelte Zugabe von
Stanzstlicken kontrolliert werden. Zudem sollte die GenoCard-Stanze regelmalig
durch eine neue ersetzt werden, oder die Methode der Desinfektion gedandert wer-
den, um Beeintrachtigungen der Stanzmechanik zu minimieren. Beim Pipettieren im
Rahmen der Hybridisierungsschritte ist zu beachten, dass vor allem der angewarmte
Hybridisierungspuffer, aber auch andere Reagenzien vor allem beim Pipettieren zur
Schaumbildung neigen, was ein Ubertreten der Reaktionsansitze von einer Wan-
nenkavitdt in eine andere beglinstigt. Das Plastikwannchen selbst trennt zwar die
Reaktionsansatze, dennoch sollten beim Bearbeiten der Proben Erschitterungen
sorgfaltig vermieden werden. Das Be- und Entladen des TwinCubators stellt hierbei
den gréRten Risikofaktor fiir den Ubertritt von Reaktionsansitzen durch Erschiitte-
rung dar. Diese Gefahr kann allerdings eventuell durch ein automatisiertes, maschi-
nelles Verfahren der Hybridisierungs- und Line-Blot-Schritte minimiert werden, das
von der Firma Hain Lifescience GmbH angeboten wird und zu dem an dieser Stelle

geraten sein sollte.
4.3 Kontaminationsanfdilligkeit

Auf den wichtigen Aspekt der Kontaminationsanfalligkeit von molekularen Nach-
weismethoden wurde bereits mehrfach hingewiesen. Generell sind alle PCR-

basierten-Verfahren fiir DNA-Kontamination gefdahrdet. So wird von vielen Autoren
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immer wieder hervorgehoben, dass sowohl spezifische, als auch Breitspektrum-
PCR-Verfahren aus Patientenmaterial sehr anféllig selbst fiir kleine Kontaminatio-
nen sind und verhéltnismaRig viele falsch-positive Ergebnisse erzielt werden [8, 22,
73]. Generell werden real-time-PCR-Verfahren Vorteile bezliglich Kreuzkontamina-
tionen zugeschrieben, da es sich um geschlossene Systeme handelt, die nach Anset-
zen des PCR-Mixes und Hinzufligen des Spezimens nicht mehr gedffnet werden
missen. Hier ist es unwahrscheinlicher, dass amplifizierte DNA von einem PCR-
Gefal} in ein anderes gelangt, allerdings muss auch hier beim Hantieren mit den
Spezimen sorgfaltig vorgegangen werden, um eine Kontamination vor der Amplifi-
kation zu vermeiden, z.B. beim Transfer des Spezimen in das PCR- oder das DNA-
ExtraktionsgefaR [36]. Die Kontaminationsgefahr des GenoType als Methode zur
Keimidentifizierung aus positiven Blutkulturen ist wahrscheinlich als relativ hoch
anzusehen. Zwar werden kontaminationsgefahrdete Schritte unter dem Abzug und
der PCR-Ansatz in einer DNA-freien Kammer durchgefiihrt, allerdings eliminiert das
die Kontaminationsgefahr nicht. Problematisch ist in diesem Zusammenhang vor
allem der Transfer des fertigen PCR-Mixes in einen nicht-DNA-freien Raum zum Hin-
zugeben der Stanzstlicke. Zu diesem Zweck miissen die bereits geschlossenen PCR-
Tubes wieder gedffnet werden, wodurch kontaminierendes Material hineingelan-
gen kann, auch wenn aerogene Kontamination mit bakterieller DNA nicht als bedeu-
tende Kontaminationsquelle anzusehen ist [127]. Die GenoCard-Stanze muss als
nachste Kontaminationsquelle aufgefiihrt werden. Zwar erfolgt nach jeder Stanzung
aus dem probenhaltigen Bereich der GenoCard eine Reinigung mit Hydrochlorit und
drei Leerstanzungen, allerdings ist dieser Schritt je nach Verwender potentiell feh-
lerbehaftet und die GenoCards sind nicht steril, so dass sich auch auf einem nicht-
beimpften Bereich Bakterien oder anders geartetes DNA-haltiges Material befinden
konnte. Fiir diesen Schritt ist keine maschinelle Bearbeitung zu erwarten, da zwar
im Protokoll festgelegt ist, aus welchem Bereich des aufgetropften Spots das Stanz-
stiick zu entnehmen ist, dieser Bereich allerdings in seiner Lage variiert und maschi-
nell somit nicht immer korrekt erfasst werden diirfte. Die durch die Salzbildung des
Hydrochlorits beeintrachtigte Mechanik der GenoCard-Stanze, auf die weiter oben
bereits eingegangen wurde, kann Kreuzkontaminationen durch unkontrolliertes

Heurausspringen der Stanzstlicke beglnstigen. Nach Amplifikation der Target-
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Sequenzen werden die PCR-Produkte mittels Pipette in die offenen Kavitaten des
Plastikwannchens transferiert. Aufgrund der hohen Anzahl der Kopien ist dieser
Schritt trotz entsprechend sorgfaltiger Arbeit mit einem hohen Kontaminationsrisi-
ko behaftet. Weitere moégliche Kontaminationsquellen ergeben sich bei den Schrit-
ten der Hybridisierung. Die Ansatze befinden sich wahrend der einzelnen Schritte in
offenen Kavitdten, so dass DNA vor allem mit der Pipette oder durch Erschitterun-
gen des Plastikwannchens von einer Kavitat in eine andere gelangen kann und so
das Ergebnis verfalscht. Hier sei nochmals auf das maschinelle Verfahren der Hybri-

disierungs- und Line-Blot-Schritte hingewiesen, dass diese Gefahr reduziert.
4.4 Zeitaufwand des GenoType und Auswirkungen auf den Patienten

Die lange Zeit bis zum Erhalt des Ergebnisses und das damit verschlechterte klini-
sche Outcome der Sepsispatienten ist sicherlich einer der Hauptgriinde fir die in-
tensive Erforschung von neuen Methoden der Keimidentifizierung bei
Sepsispatienten [50, 61, 119]. Nach Keimdetektion sind 18 bis 48 Stunden zur bio-
chemischen oder immunologischen Identifikation die Regel [17, 65]. Wie bereits in
der Einleitung angesprochen, sind molekulare Nachweismethoden aus positiven
Blutkulturen und direkt aus Patientenmaterial die wohl vielversprechendsten Ansat-
ze zur Optimierung der zeitlichen Leistung der mikrobiologischen Labors. Der
GenoType aus der positiven Blutkultur dauert je nach Fertigkeit des Verwenders
zwischen 3,5 und 4,5 Stunden und kann potentiell durch maschinelles Hybridisieren
und Line-Blotting noch ein wenig beschleunigt werden. Darin ist er vergleichbar mit
dhnlichen Systemen der molekularen Keimidentifikation aus positiven Blutkulturen
wie dem PNA-FISH (AdvanDX, Woburn, USA), dem Hyplex BloodScreen (BAG, Lich,
Deutschland) und dem Prove-it Sepsis (Mobidiag, Helsinki, Finnland), deren Bearbei-
tungszeit mit etwa 3 Stunden angegeben ist [45, 46, 65, 121]. Dabei ist selbstver-
standlich zu beachten, dass diesen Zeitangaben die Zeit der Inkubation der
Blutkultur im Blutkulturschrank hinzuzurechnen ist. In einer Evaluationsstudie von
Wilson et al. fur das aerobe BacT/Alert-FAN-Blutkultursystem bzw. einer Studie von
Weinstein et al zur Evaluation des anaeroben BacT/Alert-FAN-Blutkultursystems
ergaben sich Durchschnittsdetektionszeiten von 16,1 bzw. 16,0 Stunden [117, 124].

Andere Autoren sprechen allerdings von einer Keimdetektionszeit durch Blutkultur-
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systeme von im Durchschnitt 24 bis 48 Stunden [9, 65] und auch Wilson et al geben
an, dass manche Keime erst nach 72 Stunden und mehr detektiert wurden. Addiert
man nun die Zeit des GenoType mit diesen Zeiten, so wird deutlich, dass im Normal-
fall mindesten ein ganzer Tag vergeht, bis eine Keimidentifikation stattgefunden
hat, zumal selbst ein gut organisiertes mikrobiologisches Labor nicht immer eine
unmittelbare und zeitoptimierte Bearbeitung der Proben garantieren kann sondern
personellen und ablaufbedingten Einschrankungen unterliegt. Ebenfalls zu beachten
ist, dass der Identifizierung mittels GenoType eine Gramfarbung des Blutkulturfla-
scheninhaltes vorausgehen muss, wenn man nicht zeit- und kostenineffizient zwei
GenoType-Durchlaufe (grampositiv und gramnegativ) gleichzeitig durchfiihren will.
Die Gramfarbung ist ebenfalls mit Personal- und Zeitaufwand behaftet ist, wobei
letzterer sowohl bei manueller als auch bei maschineller Anfertigung des gefarbten
Ausstrichpraparates eher im einstelligen Minutenbereich anzusiedeln ist [7]. Rech-
net man nun alle Arbeitsschritte [Keimdetektion im Blutkulturschrank, 24 — 72 h;
(Gramfarbung, 2 min;) GenoType-ldentifizierung, 3,5 — 4,5 h] zusammen, kommt
man auf 27,5 — 76,5 h. Demgegeniiber versprechen molekulare Nachweismethoden
direkt aus Blut eine Identifikationszeit von 8-12 Stunden (SepsiTest, Molzym, Bre-
men, Deutschland) [79], 8 Stunden (Vyoo, SIRS-Lab, Jena, Deutschland) [65] oder 6
Stunden (LightCycler SeptiFast Test, Roche Molecular Systems, Branchburg, USA),
wobei auch hier Beschrankungen fir den Laboralltag mit einzubeziehen sind [14,
113, 114, 123]. So sprechen z.B. Westh et al von einer realistischen effektiven Zeit
bis zum Erhalt des Ergebnisses bei Integration des SeptiFast-Testes in den Laborall-
tag von 18h [123]. Als nicht Nukleinsdure-basiertes Verfahren ist die MALDI-TOF-
Massenspektrometrie hervorzuheben, die eine Keimidentifikation in weniger als 2
Stunden nach kulturellem Wachstum in Blutkulturmedien ermdoglicht [31].

Die Ubliche phanotypische Identifizierung hinkt zeitlich hinter den genannten Me-
thoden zuriick und der GenoType verspricht demgegeniiber einen Zeitgewinn von
mehreren Stunden. Ebenso als Vorteil hervorzuheben ist die Tatsache, dass der
Zeitaufwand des GenoType planbarer ist. Die Spannbreite der biochemischen Iden-
tifizierung mittels VITEK 2 betragt etwa 18-48 Stunden und ist im Einzelfall nicht
exakt vorhersehbar, wohingegen der immer gleiche zeitliche Ablauf des GenoType

unabhangig vom zu identifizierenden Keim ermdglicht, den Zeitpunkt des Erhaltens
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des Ergebnisses vorauszusagen [17, 65]. Das vereinfacht zusatzlich die Zusammen-

arbeit zwischen Klinikern und Mikrobiologen.
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5 Zusammenfassung

Sepsis ist die systemische inflammatorische Reaktion auf eine Infektion, die haufig
mit einer Bakteridmie einhergeht. Sepsis ist eine hdufige und an Inzidenz zuneh-
mende Krankheit mit einer Mortalitdt von bis zu 70%. Studien haben gezeigt, dass
die schnelle und korrekte antibiotische Behandlung die Mortalitat signifikant senkt.
Zur Gewahrleistung der korrekten antibiotischen Therapie ist eine schnelle und zu-
verlassige Identifikation des Erregers von grofler Bedeutung. Der GenoType (Hain
Lifescience, Nehren, Deutschland) ist eine molekularbiologische Methode zur Identi-
fikation von Bakterien aus positiven Blutkulturen des Typs BacT/Alert FAN
(bioMérieux, Nirtingen, Deutschland). In dieser Arbeit sollte untersucht werden, ob
sich das GenoType-System fir Blutkulturen des Typs BacT/Alert FAN eignet. Die
Ergebnisse wurden mit den Ergebnissen des aquivalenten Systems fir BACTEC-
Blutkulturmedien (bioMérieux) verglichen, wodurch unter anderem eruiert werden
sollte, ob sich die im BacT/Alert-System enthaltene Aktivkohle, die sich in anderen
Studien fiir NAT als problematisch erwiesen haben, gegeniber dem BACTEC-
Medium hemmend auf die PCR-basierte GenoType-Diagnostik auswirken. Der
GenoType identifizierte in der Studie 94,4% der gramnegativen und 78,9% der
grampositiven Erreger korrekt, was einer Sensitivitat und Spezifitat von 87,4% bzw.
98,9% entspricht. Im Vergleich mit der &quivalenten Methode fiir BACTEC-
Blutkulturmedien zeigte sich, dass die Identifikation gramnegativer Erreger mittels
GenoType fur BacT/Alert-Medien mit 94,4% gegenuber 97,8% fur BACTEC-Medien
gleichwertig ist, die Identifikation grampositiver Erreger mit 78,9% im Vergleich zu
97,4% aber signifikant seltener gelingt. Nach Keimwachstum in der Blutkulturflasche
dauert das GenoType-System etwa 3,5 bis 4,5 Stunden bis zum Erhalt des Identifika-
tionsergebnisses und ist damit der noch als Goldstandard geltenden phéanotypi-
schen oder immunologischen Identifikation der Erreger, die etwa 18 — 48 Stunden
dauert, in zeitlicher Hinsicht deutlich Gberlegen. Die Kontaminationsanfalligkeit der
Methode wird als relativ hoch eingeschatzt. Die Handhabung des GenoType ist sim-

pel und gut in Routineabldaufe des mikrobiologischen Labors integrierbar.
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diese Arbeit mit Sicherheit nicht fertig geworden.

Meinem Doktorvater Colin MacKenzie danke ich fir die unendliche Geduld, die
standige Verfligbarkeit und die vielen tollen Gesprache. Auch wenn du deinen Ein-
satz flir selbstverstandlich haltst, ist es ein unendlicher Luxus, solch einen Doktorva-

ter zu haben.
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8 Lebenslauf

Personliche Daten

Name Mathis Steindor

Ausbildung

11/2011 2. Abschnitt der Arztlichen Priifung (Note 1,5)

08/2007 1. Abschnitt der Arztlichen Priifung (Note 2,0)

10/2005-11/2011  Studium der Humanmedizin an der Heinrich-Heine-Universitat
Disseldorf

1995-2004 Quirinus-Gymnasium Neuss, Abschluss: Abitur (Note 1,8)

1991-1995 Ev. Friedrich-Von-Bodelschwingh-Grundschule Neuss

Praktisches Jahr

08/2010-07/2011 1. Tertial: Innere Medizin — Ziircher H6henklinik Wald, Wald
(ZH), Schweiz
2. Tertial: Chirurgie (Unfall- und Handchirurgie, Kinderchirur-
gie) — Universitatsklinik Dusseldorf
3. Tertial: Padiatrie (Hdmatologie und Onkologie, Allgemeine
und Notfallambulanz) — Universitatsklinik Diisseldorf

Zivildienst

2004—-2005 Zivildienst im OP der Hals-Nasen-Ohren-Klinik — Lukaskran-
kenhaus Neuss
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