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Zusammenfassung

Bakterielle Infektionen in primér sterilen Kompartimenten des Korpers sind eine hiufig
auftretende Problematik im klinischen Alltag. Viele daraus resultierende
Krankheitsbilder dieser Gruppe weisen hohe Morbiditits- und Mortalitdtsraten auf.
Entscheidend fiir das outcome der Patienten ist dabei die korrekte und zeitnahe
Identifikation des wursdchlichen Pathogens, die die Voraussetzung fiir die
schnellstmdgliche Einleitung einer gezielten antibiotischen Therapie schafft. Das
kulturelle Anziichten von Bakterienspezies stellt immer noch den Goldstandard unter
den mikrobiologischen Nachweismethoden dar. In dieser Studie sollte untersucht
werden, ob das GenoType-Verfahren der Firma Hain Lifescience (Nehren,
Deutschland) zum Nachweis von Erregern aus primir sterilen Patientenproben geeignet
ist. Urspriinglich wurde das GenoType-Verfahren fiir den Nachweis von Erregern aus
Blutkulturen konzipiert und ist in diesem Bereich bereits in die Routine von
mikrobiologischen Laboratorien integriert. Bei dem GenoType-Verfahren handelt sich
um ein multiplex PCR-Verfahren mit anschlieBender Speziesidentifikation mittels
reverser Hybridisierung und line-blotting. Zum Vergleich wurde eine 16S broad-range
PCR mit darauffolgender Sequenzierung nach Sanger herangezogen. Als
Referenzmethode diente die Kultur. Der GenoType wies in der vorliegenden Studie eine
Sensitivitit von 67,2 % und eine Spezifitit von 80,4 % auf. Damit war er der
studieninternen 16S broad-range PCR in der Sensitivitit deutlich {iberlegen
(GT: 67,2 % vs. 16S: 32,8 %), zeigte aber eine geringere Spezifitit (GT: 80,4 % vs.
16S: 92,8 %). Ein Grund fiir die niedrige Sensitivitdt und Spezifizitidt kdnnte vor allem
die hohe Kontaminationsanfilligkeit sein. Auch bei der Praktikabilitit weist das
GenoType-Verfahren vor allem in den Arbeitsschritten der DNA-Aufreinigung und der
Speziesidentifikation Defizite auf. Fiir die Integration in die Routine von
mikrobiologischen Laboratorien fiir andere Materialien als positive Blutkulturen (fiir die
es zuverldssige Ergebnisse liefert) scheint das GenoType-Verfahren anhand unserer
Studienergebnisse nicht geeignet. Dennoch muss eine hdohere Sensitivitit von PCR-
basierten Verfahren bei bestimmten Bakterienspezies diskutiert werden. Zur
abschlieBenden Beurteilung der vielen positiven Ergebnisse bediirfte es allerdings
anderer Studiendesigns, die sowohl die mikrobiologischen Ergebnisse als auch die
klinischen und laborchemischen Parameter der Patienten interdisziplindr

zusammenfiithren.



Abstract

Bacterial infections in primarily sterile sites are a frequently encountered clinical
condition often causing severe bacterial infections, which significantly contribute to
morbidity and mortality worldwide. Rapid and accurate detection of pathogens allows
early targeted therapy and improves patient outcome. Cultivation of bacterial species
remains the gold standard for microbiological diagnosis of infection. This study
investigates the usefulness of the GenoType method from Hain Lifescience (Nehren,
Germany), which is primarily aimed at identifying the organism in positive blood
culture bottles, in detecting the causative organism in primary specimens obtained from
anatomically sterile sites. This is a multiplex PCR method with a subsequent line-blot
identification step. The reference method was routine culture and, in addition, an in-
house 16S broad range PCR was used as a comparison method.

The GenoType investigated in this study demonstrated a sensitivity of 67.2 % and
specificity of 80.4 % and in comparison, the 16S broad range PCR had a sensitivity and
specificity of 32.8 % and 92.8 % respectively. A possible explanation for the low
sensitivity and specificity could be the high contamination rate whereby the DNA
extraction and species identification (hybridization) steps were prone to contamination
errors. Overall it appears that the method is not suitable for use in the routine diagnostic
of specimens from sterile site other than blood cultures, for which it has a proven value.
Nevertheless, a generally higher sensitivity and specificity for PCR-based methods
requires further evaluation and discussion. A comprehensive evaluation of the results
would require a more extensive study design including clinical and other laboratory

parameters.



Abkiirzungsverzeichnis

AC
aqua dest.
BMFZ
CcC
DNA
EDTA
FRET
GT
MRSA
PCR
PBP
rRNA
spp.
uv
VRE

VS.

Einheiten

bp
°C
cm?
g

ml
ul
uM
ng
RFU
S

Amplifikationskontrolle

aqua destillatum

Biologisch-medizinisches Forschungszentrum
Konjugatkontrolle

deoxyribonucleic acid
Ethylendiamintetraacetat
Fluoreszenz-Resonanzenergietransfer
GenoType

Methicillin-resistenter Staphylococcus aureus
polymerase chain reaction
Penicillin-bindendes Protein

ribosomale ribonucleic acid

Spezies

Ultraviolett

Vancomycin-resistente Enterokokken

VvEersus

Basenpaare

Grad Celsius
Quadratzentimeter
Erdbeschleunigung
Milliliter

Mikroliter

Mikromolar

Nanogramm

relative fluorescence units

Svedberg



Inhaltsverzeichnis

1 EINIEIUNG coiieeeeeeiciiiiiiiriisscn s e e s sssssssse st s s s e s s sssssssssssessassnssssssssssasessnnssssssssnans 1
1.1 Bakterielle Infektionen in primdr sterilen Kompartimenten des Kérpers ........................ 1
000 O A B 71 o 1 T Y o T PRSP 1
1.1.2  AKLUEIE BEABULUNEG ...vveeeeiee ettt ettt e e e e e e e e esberrr e e e e e e e e e e e e eannaraaaees 1
1.1.3 Klinische Relevanz und bakterielle Erregerspektren ausgewahlter Erkrankungen..1

1.2 Nachweismethoden in der klinischen ROULING............c..ovveveciveeeesiiiiieeeiiieeeesciiae e 5
1.2.1 Grenzen konventioneller Nachweismethoden ..........ccccoecviieiiiciiiee i 6
1.2.2 Neuere molekulargenetische Nachweismethoden: PCR-Verfahren........................ 7
1.2.3  Nachteile der PCR-Verfahren ...ttt s svene e 9
1.2.4  Vorteile der PCR-VErfahren ...ttt 11
1.2.5  AntibiotiKareSiStENZEN ..cciveviiiii e e 11

O R =] |- =TV o 1-1 | SRR 13

2 Material und Methoden ..........coueuuiiiiiiiiiiiiniiinireesreeersssssssessesessasssssssssssasens 14
D R o0 o T-J s ISP 14
2.1.1  EthisChe PrUfUNg ..ot e e e et rre e e e e e e e e e 15

D Y o (=T [ |- s RSP 15

W A R CT =T oo B Y/ o 1= T PP PPPPPP 15
2.2.2  165/18S broad-range PCR..........ocooecuieeeeeiiiie ettt e et e 17

B B Y =1 d s o T = PSRRI 19

B T8 R €T =T o o B Y/ o 1= T PP PPPTPR 19
2.3.2  165/18S broad-range PCR..........ocooccuieee ettt e 25

N =1 =11 < 113 PPN 29
3.1  Ergebnisse GENOTYPE BAC-IDENTt..........ueueeeecuueieeeesiiieeeeciiieeeeeititeeeessiiteaessssiaeeeesssaneaeeans 29
3.2  Vergleich GenoType Bac-IDent Zu KUITUS .............ccceeeuuiveeiiiiaeeeeeeeeciiiveeaaaaeeeeeessciinnns 30
3.2.1 Sensitivitdt und Spezifitdt des GENOTYPE ..uuvveieieeeee ettt e e 32
3.2.2 Diskrepante Ergebnisse GenoType/KultUr........ccoceiiieiiiiiieeiiiie e 32

3.3 Vergleich broad-range PCR ZU KUITUF ..............eueeeiieeeeeeeeiiiiiiieieea e e eeesetctvveeaaaaaeeeeaesn 37
3.3.1 Sensitivitat und Spezifititdt der broad-range PCR .........cccoceeveeeeiieeccciiniieeeeee e, 38

A DiSKUSSION ...uuiiiiiiiiinieiiiiiiiiitiinnniieesiieernansssssssssteeessnssssssssssssesssssssssssssssssssssssssssssssssnnnnsss 39
4.1 DiSKrepante ErgeDNiSSE ........uuuuueieeeeeeeeieieiieieeeae e e eeesttettttttaaaaeeeeessssitassaaaaaaeeesassssnsssnes 39
4.2 Interpretation POSItiVer EFgEDNISSE ..............uueeeeiiieeeeeeeeiiiiiiieeesaaeeeeeeesiscissseassaaaeeesaesins 41
4.3  Sensitivittit und SPezifitdt des GENOTYPC.......ueeeeeeeeeeeecieeeieaaeeeeeeeececitattaaaaaaeeeesesssissnes 42
4.4  Kultur — guter GoldStANAQrd?..........coocoeeeeeiiieeiiiiie ettt e e ettt aa e e e e e e aeeias 43
4.5  ReSIStENZDESEIMMUIG..........ovveeeeeaeeeeeesseeieeeee e e e e e e et sttt e e e e e e e e e ssssssssaaaaaaeeessssssssssnes 44
4.6 ErreQerSPEKIIUM ........ccceieieeeieeee e e eeeeece e e e e e e e e e e sttt e aaaaeeessssttssssaaaaaaaeesasssssssnes 44
4.7  Kontamin@tioNSANFGIIGKEIt ...........coeeeneeeeeieiiiieie ettt ee e e e et ccstaeaa e e e e e e eessssaaes 45
VO B o] 41 (] o] 1o SRR 46
- 10 1V Yo [ 1o SO UPUUURRRRRRRE 46
4.10  SChIUSSFOIGEIUNGEN...........eevveeeeaaeeeeeeeeeeeete e e ettt e e e e e e e e e sss st e aaaaeeesassssnsssses 47

5 LiteraturverzeiChnis........cccciiiiiiiieuuiiiiiiiiiniiniiniiieisesssseesiieesssssssssssssssessasssssssssssssens 49



Einleitung

1 Einleitung

1.1 Bakterielle Infektionen in primér sterilen Kompartimenten

des Korpers

1.1.1 Definition

Zu den als primédr steril bezeichneten Kompartimenten des Korpers gehdren Blut,
Liquor, pleurale, peritoneale, perikardiale und synoviale Fliissigkeiten, Knochen sowie
andere innenliegende Gewebe wie Lymphknoten, Gehirn, Herz, Leber, Milz, Niere,
Pankreas, Ovar und GefdBe. Bakterielle Infektionen dieser Kompartimente entstehen
durch invasive Erkrankungen, chirurgische oder interventionelle Eingriffe bzw.
Manipulationen an lokalen Infektionen, spontan durch Bakteridmie, aber auch durch

unklare Ursachen, wie z.B. gelegentlich bei septischen Arthritiden oder Osteitiden.

1.1.2 Aktuelle Bedeutung

Infektiose Krankheiten gehoren nach wie vor zu den Hauptursachen von Morbiditdt und
Mortalitdt weltweit [1]. Im klinischen Alltag stellen bakterielle Infektionen in primér
sterilen Kompartimenten des Korpers eine hdufig auftretende Problematik dar. Dazu
gehoren die bakterielle Meningitis, Pleuritis, Peri- und Endokarditis, Peritonitis,
septische  Arthritis und andere. Die schnelle Einleitung einer geeigneten

antimikrobiellen Therapie ist dabei entscheidend fiir das outcome der Patienten [2].

1.1.3 Klinische Relevanz und bakterielle Erregerspektren ausgewahlter

Erkrankungen

In der vorliegenden Arbeit wurden ausschlieBlich Proben aus ausgewdhlten primér
sterilen Kompartimenten des Korpers eingeschlossen. Es handelte sich vornehmlich um
Proben, die der mikrobiologischen Diagnostik unten aufgefiihrter hdufiger und
schwerwiegender Verdachtsdiagnosen dienen. Bisher ist das GenoType-Verfahren nur

fir den Bakteriennachweis aus Blutkulturen zugelassen, es eignet sich aber
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grundsdtzlich flir alle Materialien, die keine Bakterien der physiologischen Flora des

menschlichen Kdrpers beinhalten.

1.1.3.1 Bakterielle Meningitis

Die bakterielle Meningitis ist eine schwerwiegende Erkrankung des zentralen
Nervensystems, die durch direkt schidigende Einfliisse der Infektion, aber auch die
begleitende lokale und systemische Inflammationsreaktion zu mitunter erheblichen
neurologischen Schidden bis hin zum Tod fithren kann [3]. Die Inzidenz variiert
weltweit stark mit Zahlen von ein bis zwei auf 100.000 Menschen pro Jahr in
GrofBbritannien und Westeuropa [4] und bis zu 1000 auf 100.000 Menschen pro Jahr in
der Sahelzone Afrikas [5]. Die Anzahl an Todesfillen verursacht durch bakterielle
Meningitis wird jdhrlich auf tiiber 275.000 weltweit geschdtzt [6]. Bleibende
neurologische Schiiden treten bei ca. 25 bis 50 % der Uberlebenden auf [7]. Die
hiufigsten Erreger der bakteriellen Meningitis in den USA und Europa sind
Streptococcus pneumoniae, Haemophilus influenzae Typ b, Neisseria meningitidis,
Streptokokken der Gruppe B  (Streptococcus agalactiae) und  Listeria
monocytogenes [8,9]. Seit FEinflihrung der Impfungen gegen Streptococcus
pneumoniae, Haemophilus influenzae Typ b und Neisseria meningitidis sind die
Inzidenzraten von Infektionen durch diese Erreger in den Industrieldndern riicklaufig,
die bakterielle Meningitis bleibt aber eine der Hauptursachen fiir Morbiditidt und
Mortalitit weltweit. Dies liegt zum einen an mangelhaften globalen Impfquoten und
zum anderen an nicht von den Impfungen erfassten Serotypen der bakteriellen
Meningitiserreger, wie z.B. einigen Pneumokokken-, Haemophilus influenzae- und

Meningokokken-Serotypen [10].

1.1.3.2 Bakterielle Pleuritis

Bakterielle Pleuritiden stellen die Medizin schon seit Jahrhunderten vor Probleme [11].
Sie entstehen vor allem post-traumatisch, post-operativ oder durch Pneumonie [12].
Derzeit liegt die Inzidenz bei etwa 80.000 pro Jahr in den USA und
GroBbritannien [13]. Betroffen sind vor allem pidiatrische und &ltere Patienten [13]. In
einer 2006 publizierten Studie von Maskell et al. wurden die Mortalitdtsraten auf 47 %
fiir die nosokomial erworbene Pleuritis sowie auf 17 % fiir die ambulant erworbene

Pleuritis beziffert [11]. Auch das Erregerspektrum variiert laut dieser Studie aus dem

2
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Vereinigten Konigreich GrofB3britannien zwischen ambulant und nosokomial erworbener
Pleuritis: Mit etwa 50 % sind Streptokokken (v.a. Streptococcus intermedius-anginosus-
constellatus-Gruppe und Streptococcus pneumoniae) die hiufigsten Erreger der
ambulant erworbenen Pleuritis, 20 % fallen auf Anaerobier (v.a. Fusobacterium spp.,
Bacteroides spp. und Prevotella spp.) und 10 % auf Staphylokokken (v.a.
Staphylococcus aureus). Bei der nosokomial erworbenen Pleuritis iberwiegen mit 60 %
multi-resistente ~ Bakterien: MRSA  (25%), Enterobacteriaceac (18 %),
Enterokokken (12 %) und Pseudomonas spp. (5 %) [11].

1.1.3.3 Infektiose Endokarditis

Der Begriff der infektiosen Endokarditis umfasst sowohl die Infektion von Herzklappen
oder anderen endokardialen Strukturen als auch die Infektion von kardialen
implantierten elektronischen Geréten [14]. Mit einer Inzidenz von drei bis neun auf
100.000 Menschen in Industrieldindern [15] und Mortalititsraten von 15 bis 20 %
(wihrend des stationdren Aufenthaltes) sowie bis zu 40 % (innerhalb eines Jahres) [16]
ist die infektiose Endokarditis eine hdufig auftretende und schwerwiegende Erkrankung.
Auch die Komplikationsrate ist hoch: die Zahlen liegen bei 48,2 % fiir die
Notwendigkeit einer chirurgischen Therapie, bei 32,3 % fiir Herzinsuffizienz, bei
16,9 % fiir Schlaganfille, bei 22,6 % fiir andere embolische Ereignisse und bei 14,4 %
fiir intrakardiale Abszesse [17]. Zu den hidufigsten Erregern zdhlen Staphylococcus
aureus (54,3 %), Streptococcus viridans, Koagulase-negative Staphylokokken,

Enterococcus spp. und Streptococcus bovis [18].

1.1.3.4 Akute Mediastinitis

Die akute Mediastinitis ist die thorakale Infektion mit der hochsten Mortalitdt [19].
Hauptursachen sind die iatrogene Einschleppung von Infektionen bei chirurgischen
Eingriffen, Intubation oder Endoskopie [20, 21], gefolgt von direkter oder himatogener
Streuung anderer Foci und traumatischen Ursachen [22]. Die schwersten
Komplikationen sind der septische Schock, Multiorganversagen sowie der Tod [23] mit
einer Mortalitétsrate von bis zu 40 % [24]. Abhédngig von der Ursache findet man als
Erreger der akuten Mediastinitis vor allem Staphylokokken (nach kardiochirurgischen
Eingriffen, siche weiter unten), Bakterien der oropharyngealen Flora (bei direkter

Streuung oder Osophagusperforation) und multi-resistente Bakterien (z.B. bei
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immunsupprimierten Patienten oder Patienten mit konsumierender Erkrankung) [25]. In
einer groflen retrospektiven Studie iiber die akute postoperative Mediastinitis in
Frankreich konnten folgende Erreger als Hauptursache identifiziert werden:
Staphylococcus aureus in 31,9 % der Fille, Gram-negative Bakterien in 28,3 % (davon
Escherichia coli 22,3 %, Klebsiella pneumoniae 18,5 %, Enterobacter cloacae 18,5 %,
Proteus mirabilis 7,8 %, Serratia marcescens 8 %, Citrobacter koseri 5,8 %,
Enterobacter aerogenes 4,8 % u.a.), Pseudomonas aeruginosa in 5,8 %, Haemophilus
influenzae in 2,9 %, Bacteroides fragilis in 1,9 % und Stenotrophomonas maltophilia in

1 % der Félle [26].

1.1.3.5 Spontane bakterielle Peritonitis

Die spontane bakterielle Peritonitis entsteht durch transmurale, lymphogene oder
seltener himatogene Streuung einer Infektion in den Peritonealraum in Abwesenheit
einer viszeralen Perforation, einer intraabdominellen Entziindung oder eines
intraabdominellen malignen Prozesses [27, 28]. Die Inzidenz der spontan bakteriellen
Peritonitis bei Patienten mit Aszites liegt zwischen sieben und 30 % [29]. Trotz deutlich
verbesserter Diagnostik und Therapie liegt die Mortalitdtsrate bei durchschnittlich bis
zu 40 % [30]. Dabei spielen Komplikationen, wie gastrointestinale Blutungen,
hepatische Enzephalopathie, Ileus, Schock oder renale Dysfunktion eine Rolle [28]. In
einem grofen Review zeigten Dever et al. 2015, dass als Erreger in ca. 55 % der Fille
Gram-negative Bakterien, v.a. Escherichia coli und Klebsiella pneumoniae, in ca. 43 %
der Fille Gram-positive Bakterien, v.a. Streptococcus spp., Staphylococcus spp. und
Enterococcus spp., und in ca. 2 % der Félle Anaerobier nachgewiesen werden

konnen [31].

1.1.3.6 Septische Arthritis

Die septische Arthritis ist eine der Hauptverdachtsdiagnosen bei Patienten mit akuter
Monoarthritis [32]. Die Inzidenz weist mit vier bis 29 Féllen auf
100.000 Personenjahren eine groBe Spanne auf, verantwortlich hierfiir sind
unterschiedliche Zahlen je nach Patientenpopulation und Vorschidigungen des
betroffenen Gelenks [33]. Zu Komplikationen, wie Notwendigkeit einer Amputation,
Arthrodese oder prothetischer Versorgung und schwerwiegenden funktionellen

Einschriankungen, kommt es bei 1/3 der Patienten mit septischer Arthritis, vor allem bei
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alten Patienten mit vorerkrankten und/oder voroperierten Gelenken [34]. Die
Mortalitdtsrate liegt bei 10 bis 15% [35]. Als Erreger kommen nahezu alle
Mikroorganismen vor, die hdufigsten bakteriellen Erreger sind Staphylokokken (40 %),
Streptokokken (28 %), Gram-negative Stibchen (19 %), Mykobakterien (8 %), Gram-
negative Kokken (3 %), Gram-positive Stdbchen (1 %) und Anaerobier (1 %) [36].

1.1.3.7 Akute Pankreatitis

Die Ursachen fiir eine akute Pankreatitis sind vor allem Gallensteine und
Alkoholabusus [37]. In europdischen Studien der letzten Jahre variiert die Inzidenz von
15 bis 40 pro 100.000 Menschen [38-40], die Mortalitdtsrate liegt bei 1,5 bis 6,4 %
[38, 40, 41]. Bei 40 bis 70 % der Patienten mit schwerer akuter Pankreatitis treten
Komplikationen durch Superinfektionen auf [42-44], die das Mortalitdtsrisiko auf {iber
40 % ansteigen lassen [45]. Die hiufigsten Erreger sind Gram-negative Bakterien (v.a.
Escherichia coli, Pseudomonas spp., Klebsiella spp.), gefolgt von Gram-positiven

Bakterien (v.a. Enterococcus spp., Staphylococcus aureus) [46-49].

1.2 Nachweismethoden in der klinischen Routine

Die mikroskopische Untersuchung von Patientenmaterialien ist eine der dltesten und
trotz limitierter Sensitivitdt nach wie vor wichtigsten diagnostischen Methoden, die den
Nachweis vieler Bakterienspezies erlaubt [50]. Die Entwicklung kultureller Methoden
zum Anziichten bestimmter Bakterien verbesserte die Nachweismdglichkeiten und
schaffte zudem die Voraussetzung fiir eine Resistenztestung auf antimikrobielle
Substanzen [51]. Auch die Serologie stellt einen festen Bestandteil der klinischen
Routine dar. Sie kann erginzend {iber die krankheitsspezifische Kausalitét
nachgewiesener Bakterien entscheiden [52].

Mit der Entwicklung von PCR-Methoden in klinischen Laboratorien begann in den
1980er Jahren die Etablierung eines neuen Standards fiir die Identifizierung von
Bakterien [53]. Seither haben neue diagnostische Methoden die Art revolutioniert, mit
der Laboratorien das groBe Spektrum der Erreger von infektiosen Krankheiten und
deren Resistenzen identifizieren. Diese sind oftmals sensitiver, spezifischer und

schneller als traditionelle Methoden [54].
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1.2.1 Grenzen konventioneller Nachweismethoden

1.2.1.1 Kultur

Die konventionelle Kultur dient nach wie vor als Goldstandard in der Diagnostik

bakterieller Erreger. Fiir leicht zu kultivierende Bakterienspezies bietet sie eine gute

Sensitivitdt und Spezifitit und die Moglichkeit der Resistenztestung [55]. Die Grenzen

der Methode sind in unten stehenden Punkten dargestellt [56, 57]:

1.

Es bendtigt mindestens einen Tag, bis Bakterien gewachsen sind, bei anderen,
z.B. Mycobacterium tuberculosis, kann es bis zu mehreren Wochen dauern.
Primir nicht kultivierbare Spezies, wie z.B. Mycobacterium leprae, Treponema
pallidum und Pneumocystis jirovecii, konnen auf kiinstlichen Kulturmedien
nicht nachgewiesen werden.

Nur lebende Bakterienspezies wachsen auf Kulturmedien. Proben, die nach
Beginn einer Antibiotikatherapie abgenommen wurden, sind hiufig in der
Kultur negativ.

Fiir bestimmte Bakterienspezies bedarf es spezieller Kulturmedien, die bei

fehlendem Verdacht ggf. nicht beimpft werden.

1.2.1.2 Mikroskopie/Histologie

Die Grenzen des mikroskopischen/histologischen Nachweises sind in folgenden

Punkten wiedergegeben [55]:

1.

Es muss eine groBe Anzahl an Bakterien in der Probe vorhanden sein (die
Sensitivititsgrenze der Mikroskopie liegt bei etwa 10° Keime/ml).
Es miissen geeignete Farbungen und Konditionen zum Sichtbarmachen

bestimmter Bakterien gewéhlt werden.

1.2.1.3 Serologie

Mittels Serologie konnen Antikorper oder Antigene nachgewiesen werden. Der

Nachweis von Antikorpern wird schwer bis unméglich [56]:

1.

2.

in der initialen Phase einer Erkrankung, in der ggf. noch keine Antikdrper
gebildet wurden;

bei rapide verlaufenden Erkrankungen;
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3. bei immunkompromittierten Patienten.
4. Generell ungeeignet ist der Nachweis von Antikorpern bei Bakterienspezies, die
zur physiologischen Flora des menschlichen Korpers gehoren.
Der Nachweis von Antigenen kann erschwert sein durch [55]:
1. eine zu geringe Anzahl an Bakterien in der Probe;
2. Nichtberiicksichtigung komplementidrer Antiseren, z.B. bei fehlender

Verdachtsdiagnose.

1.2.2 Neuere molekulargenetische Nachweismethoden: PCR-Verfahren

Die PCR ist eine Enzym-gesteuerte, Primer-assoziierte und Temperatur-abhingige
Methode, die der Amplifikation von DNA-Fragmenten in Proben dient [58]. Alle
unterschiedlichen PCR-Verfahren beruhen auf demselben dreischrittigen Ansatz: Im
ersten Schritt findet die Denaturierung der in der Probe befindlichen doppelstrangigen
DNA statt, im zweiten Schritt die Primer-Hybridisierung an die nun einzelstrangig
vorliegende DNA und im letzten Schritt die Elongation der komplementéiren DNA-
Strange durch DNA-Polymerase [58].

1.2.2.1 Targeted (singleplex) PCR

Die targeted PCR ist die einfachste Form der PCR [58]. Hierbei wird pro Ansatz ein
spezifisches Primerpaar flir eine nur bei der Gattung oder Spezies vorkommende
Gensequenz verwendet, deren Nachweis angestrebt wird. In der Auswahl dieser
Zielsequenz liegt der Angelpunkt fiir die Spezifitit der targeted PCR. Ist erst einmal
eine Nukleotidsequenz ausgemacht worden, ist es durch den 6ffentlichen Zugang zu
groBen DNA-Datenbanken heutzutage kein Problem mehr, die gegebene Sequenz auf
thre Homologie zu anderen Organismen zu iiberpriifen und die Spezifitit zu
sichern [59]. Im Hinblick auf die Sensitivitit hat die fargeted PCR durch ihre kurzen
Zielsequenzen deutliche Vorteile gegeniiber anderen PCR-Verfahren, vor allem der
broad-range PCR, da die Linge der Zielsequenz negativ mit der Effektivitidt der
Amplifikation korreliert [60]. Zudem gelten kiirzere Sequenzen (100 bis 300 bp) als
weniger anfillig fiir DNA-Abbau, der in langer lagernden Proben auftreten kann [59].
Die targeted PCR ist das am weitesten verbreitete PCR-Verfahren in der Diagnostik
von infektiosen Krankheiten [58].
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1.2.2.2 Multiplex PCR

Fir die multiplex PCR werden zwei oder mehr Spezies-spezifische Primerpaare
verwendet, sodass mehrere Bakterienspezies simultan detektiert werden kdnnen [58].
Im Vergleich zur singleplex PCR vereint die multiplex PCR viele Reaktionsvorgénge
mit jeweils eigenen kinetischen Eigenschaften und eigener Effektivitit in sich, die zu
ganz unterschiedlichen Spezifititen und Sensitivititen der verschiedenen Zielsequenzen
fiihren konnen [59]. Allgemein fiihrt die Konkurrenz der Primer untereinander zu einer
verringerten Sensitivitdt im Vergleich zur singleplex PCR [59]. Zusétzlich weist das
PCR-Ergebnis der multiplex PCR ein  erhohtes Risiko fiir falsche
Amplifikationsprodukte auf, vor allem aufgrund der Bildung von Primer-Dimeren [61].
Daher muss bei der multiplex PCR darauf geachtet werden, dass die Primer keine
signifikante Homologie zueinander aufweisen [62]. Auch eine hot-start PCR kann das
Risiko des Auftretens von Primer-Dimeren senken, da so die Primer-Hybridisierung bei
niedrigen Temperaturen verhindert wird [63].

Liegt eine Homologie der Zielsequenzen vor, kdnnen zudem Heteroduplices entstehen,
die das Ergebnis negativ beeinflussen [64, 65].

Bei dem in dieser Arbeit evaluierten GenoType PCR-Verfahren handelt es sich um eine

multiplex PCR.

1.2.2.3 Broad-range PCR

Mithilfe der broad-range PCR konnen Bakterienspezies universell nachgewiesen
werden. Sie basiert auf der Nutzung von Primerpaaren, die komplementér zu den
konservierten Regionen des 16S rRNA-Gens sind, die in allen Bakterien nahezu
unverdndert vorliegen. Zwischen den konservierten Regionen liegen variable Regionen,
die Gattungs- bzw. Spezies-spezifisch sind [58, 66] und wihrend der PCR amplifiziert
werden. Diese ermdglichen bei der anschlieBenden Sequenzierung die Identifikation des
Bakteriums.

Der groBle Vorteil der broad-range PCR liegt in dem nahezu alle Bakterienspezies
umfassenden Spektrum, wodurch vor der Untersuchung der Probe nicht entschieden
werden muss, auf welche Spezies getestet werden soll [51].

Ein Nachteil der broad-range PCR ist, dass einige Spezies auch in den variablen
Regionen des 16S rRNA-Gens nahezu identisch sind und eine ausreichende

Differenzierung somit nicht moglich ist [67]. Zudem ermdglicht die anschliefende
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Sequenzierung keine quantitative Aussage und keine eindeutige Identifikation, wenn
sich mehr als eine Spezies in der Probe befindet [66]. So leidet die Sensitivitdt der
broad-range PCR im Vergleich zu den PCR-Verfahren mit schmalerem
Nachweisspektrum.

Bei der in dieser Arbeit als Vergleichsmethode zum GenoType herangezogenen PCR

gegeniiber dem Goldstandard Kultur handelt es sich um eine broad-range PCR.

1.2.2.4 Quantitative/Real-time PCR

Bei der quantitativen bzw. real-time PCR wird simultan zur Amplifikation auch eine
Quantifizierung der DNA-Fragmente vorgenommen. Dabei werden zwei Formen zur
Detektion von DNA unterschieden. Die eine Form beruht auf der Zugabe eines
Fluoreszenzfarbstoffs, wie z.B. SYBR Green ™, der unspezifisch an doppelstringige
DNA bindet und der Amplikon-Anzahl entsprechend Lichtsignale aussendet [58]. Die
spezifischere Form ist die real-time PCR mit Fluoreszenz-Resonanzenergietransfer-
(FRET-)Sonden [66]. Hierbei werden spezifische Sonden mit Fluorophor und quencher
verwendet, die nur dann Lichtsignale aussenden, wenn sie bei der DNA-Hybridisierung
der Zielsequenz voneinander getrennt werden [68, 69]. Beide Formen vereinen
Amplifikation und Fluoreszenz-Detektion in einem Schritt und in demselben fube und
reduzieren dadurch sowohl das Kontaminationsrisiko als auch die Zeit von

Amplifikation und Detektion auf bis zu unter eine Stunde [66].

1.2.3 Nachteile der PCR-Verfahren

1.2.3.1 Falsch-positive Ergebnisse

Ein groBer Nachteil innerhalb der PCR-Diagnostik ist der der falsch-positiven
Ergebnisse. Aufgrund der hohen Sensitivitit von PCR-Verfahren kdnnen schon sehr
kleine Mengen an Kontamination falsch-positive Ergebnisse verursachen [70].

Vor allem die sogenannte carry-over Kontamination von vorangegangen PCR-
Reaktionen mittels PCR-Reagenzien, Pipetten, fubes oder Laboroberfliachen gilt als die
vorherrschende Art der Kontamination [70]. Fiir diese Kontamination aus der
Laborumwelt oder Reagenzien ist besonders die broad-range PCR anfillig, da sie

universale Primer fir die Zielsequenz der konservierten Regionen im
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16S rRNA-Bereich von Bakterien verwendet [70]. Geschlossene Systeme minimieren
das Risiko flir carry-over Kontamination [71].

Andere falsch-positive Ergebnisse entstehen durch die Amplifikation in der Probe
befindlicher humaner DNA oder der Bildung von Primer-Dimeren (s. Kapitel 1.2.2.2).
Mithilfe von Schmelzkurvenanalysen konnen die meisten real-time PCR-Verfahren
zumindest diese unspezifischen Amplifikationen bzw. Primer-Dimere als falsch-
positive Ergebnisse entlarven [71].

Eine gute labortechnische Praxis und die Trennung von Prd- und
Postamplifikationsrdumen konnen das Kontaminationsrisiko verringern, allerdings nicht
génzlich ausschlieBen [70]. Zudem sind viele Methoden zur Dekontamination von PCR-
Materialien bekannt. So kénnen UV-Licht, chemische Behandlung oder enzymatische
Verdauung DNA zerstoren; Studien konnten aber auch hierfiir keine durchschlagende
Effektivitit nachweisen, ohne dass gleichzeitig die Sensitivitdt der PCR-Verfahren

darunter litt [72, 73].

1.2.3.2 Inhibition

Es gibt viele bekannte PCR-Inhibitoren, organische und anorganische, wie z.B.
Calcium, Urea, Phenol, Ethanol, Polysaccharide, Huminsdure, Melanin, oder auch
Proteine, z.B. Kollagen, Myoglobin, Hidmoglobin, Immunglobulin G und
Proteinasen [74, 75], die zu einer verminderten Sensitivitdt oder sogar falsch-negativen
Ergebnissen fithren konnen [76]. Sie liegen entweder bereits in den Proben vor [77, 78]
oder werden wihrend der Probenbehandlung, z.B. der DNA-Aufreinigung,
eingeschleppt [79]. Die Mechanismen der Inhibition sind dabei so vielfiltig wie die
Substanzen und reichen von der Inhibition der reversen Transkription {ber die
Modifikation oder den Abbau von DNA bis hin zu direkter oder indirekter
Beeintrachtigung der DNA-Polymerase [76].

Kleine Amplikongréfen, hohere Schmelztemperaturen (ermoéglicht durch adéquates
Primer-Design) sowie hohere Konzentrationen von Reaktionssubstanzen, wie z.B. Taq

oder Magnesium, koénnen eine Inhibition unwahrscheinlicher machen [80].

1.2.3.3 Interpretation positiver Ergebnisse

Die hohe Sensitivitit von PCR-Verfahren fiihrt zu wesentlich mehr positiven

Ergebnissen im Vergleich zu konventionellen Methoden [59]. Dabei machen die oben
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beschriebenen falsch-positiven Ergebnisse nur einen kleinen Anteil aus. Zu der Vielzahl
an positiven Ergebnissen und der dadurch zum Teil sogar als zu hoch bezeichneten
Sensitivitit von PCR-Verfahren fithrt die Tatsache, dass auch der Nachweis
anzahlmiBig sehr geringer und toter Organismen gelingt, deren Pathogenitdt oft nicht
abschlieBend beurteilt werden kann [81]. Nur wenige Zielsequenzen von PCR-
Verfahren konnen tatséchlich Aussagen tiber die Pathogenitit treffen, indem sie z.B. auf
eine Toxin-codierende Gensequenz gerichtet sind [82, 83]. Es ist daher Gegenstand
aktueller und zukiinftiger Forschungsprojekte Methoden zu entwickeln, die den
Zusammenhang zwischen detektierter Bakterienspezies und Erkrankung herstellen

konnen [59].

1.2.4 Vorteile der PCR-Verfahren

1. PCR-Verfahren weisen eine hohere Sensitivitit auf als konventionelle
Methoden [59].

2. Der Nachweis gelingt auch bei sehr niedrigen DNA-Konzentrationen [84].

3. Es konnen auch tote Bakterien nachgewiesen werden, demnach spielt eine
eventuell vorangegangene Antibiotikatherapie keine Rolle [59].

4. Bakterien konnen schon in der Inkubationsphase einer Krankheit nachgewiesen
werden [59].

5. PCR-Verfahren erlauben in der Regel einen wesentlich schnelleren

Speziesnachweis als konventionelle Methoden [58].

1.2.5 Antibiotikaresistenzen

Die Privalenz von antibiotikaresistenten Keimen ist in den letzten Jahren deutlich
gestiegen [85]. Dies fithrt zu groBen Schwierigkeiten bei der Therapie infektioser
Krankheiten [86]. Der schnelle Nachweis von Antibiotikaresistenzen detektierter
Bakterienspezies ist dabei entscheidend fiir die zeitnahe Einleitung einer gezielten
gegeniiber einer empirischen Therapie [70]. Bei einigen Resistenzen ist eine eindeutige
Mutation bzw. ein Resistenzgen fiir einen Resistenz-Phénotyp verantwortlich und eignet
sich daher sehr gut fiir eine molekularbiologische Nachweismethode wie die PCR. Als
beste Beispiele dafiir sind die mecA-, vanA- und vanB-Gene bekannt, die fiir die

Methicillin-Resistenz von Staphylococcus aureus bzw. die Vancomycin-Resistenz von

11



Einleitung

Enterokokken verantwortlich sind. Ein molekularbiologischer Nachweis dieser Gene
kann in wenigen Stunden erfolgen. Im Vergleich dazu sind fiir einen klassischen
kulturellen Nachweis ca. 48 Stunden erforderlich. Damit kdnnen molekulargenetische
Verfahren einen grofen Beitrag zur schnellen Therapieeinleitung und zum outcome der

Patienten leisten [70, 87].

1.2.5.1 Methicillin-Resistenz

Als Angriffspunkt von Beta-Laktam-Antibiotika in Staphylokokken-Spezies fungieren
bestimmte Enzyme, die fiir die Quervernetzung der Peptidoglykan-Zellwand zusténdig
sind. Diese haben eine hohe Affinitit zu Penicillin-Antibiotika und werden Penicillin-
bindende Proteine (PBP) genannt [88]. Die Methicillin-Resistenz von Staphylokokken-
Spezies beruht auf einem speziellen Penicillin-bindenden Protein, dem PBP2a, das
wegen der geringen Affinitit zu Beta-Laktam-Antibiotika zu einer Resistenz gegeniiber
den Vertretern dieser Substanzklasse fiihrt [89]. Die Expression von PBP2a wird tiber
das mecA-Gen vermittelt [88].

Methicillin-resistenter Staphylococcus aureus (MRSA) ist einer der hiufigsten Erreger
schwerer nosokomial erworbener Infektionen [90]. Verldssliche
Resistenzbestimmungen konnen einen wichtigen Beitrag dazu leisten die weitere
Ausbreitung von MRSA zu limitieren [91]. Durch ihre hohe Sensitivitdt und Spezifitit
stellen PCR-Verfahren zum Nachweis von mec4 eine solche verlédssliche

Identifikationsmethode fiir MRSA dar [92].

1.2.5.2 Vancomycin-Resistenz

Den Angriffspunkt fiir Vancomycin bilden endstindige D-Alanyl-D-Alanin-Gruppen
des bakteriellen Zellwandbestandteils Murein, an die Vancomycin bindet und dadurch
dhnlich den Beta-Laktam-Antibiotika die Quervernetzung der Peptidoglykan-Zellwand
von Gram-positiven Bakterienspezies verhindert [93]. Resistenzen gegeniiber
Vancomycin existieren dabei in einigen Enterococcus-Spezies, die diese D-Alanyl-D-
Alanin-Gruppen durch andere ersetzt haben, an die Vancomycin nicht binden kann.
Bisher wurden neun Gencluster entdeckt, die dafiir verantwortlich sind: vanA, vanB,
vanD und vanM codieren fir den Ersatz der D-Alanyl-D-Alanin-Gruppen durch D-
Alanyl-D-Lactat-Gruppen; vanC, vanE, vanG, vanL und vanN fiir den Ersatz der D-
Alanyl-D-Alanin-Gruppen durch D-Alanyl-D-Serin-Gruppen [94]. Darunter sind vanA
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und vanB die Genotypen von Vancomycin-resistenten Enterokokken (VRE), die vor
allem bei Enterococcus faecium und zu einem wesentlich geringeren Teil bei
Enterococcus faecalis zu finden sind [95]. Die steigende Privalenz von VRE-
assoziierten Erkrankungen sowie die Fihigkeit der Ubertragung der Resistenz auf
andere Bakterienspezies (wie Staphylococcus aureus) belegen die Notwendigkeit
schneller und verldsslicher Methoden zum Nachweis Vancomycin-resistenter

Enterokokken [96].

1.3 Ziele der Arbeit

Ziel der Arbeit war eine Evaluation des GenoType-Verfahrens zum WNachweis
bestimmter Bakterienspezies und deren Resistenzgene mittels multiplex PCR und
anschlieender reverser Hybridisierung. Hierfiir wurden die diagnostische Sensitivitét
und Spezifitidt des Tests aus primir sterilen Patientenmaterialien ermittelt. Die Kultur
diente als Goldstandard. Als Vergleichsmethode wurde die konventionelle 16S broad-
range PCR herangezogen. Im Vorhinein wurde das GenoType-Verfahren nur in der
Sepsis-Diagnostik bei positiven Blutkulturen verwendet, es existierten keine

publizierten Daten {iber die Verwendung der Methode fiir primér sterile Proben.
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2 Material und Methoden

2.1 Proben

Als Proben wurden Patientenmaterialien zufdllig ausgewihlt, die in dem Zeitraum
zwischen November 2013 und Juni 2014 in die Routinediagnostik des Instituts fiir
Medizinische Mikrobiologie und Krankenhaushygiene eingingen. Voraussetzung fiir
geeignete Proben war der Entnahmezeitpunkt vor weniger als 48 Stunden sowie die
Herkunft aus primér sterilen Kompartimenten des Kopers. Die Proben wurden weder
selektiert noch spielten klinische Daten in dieser Studie eine Rolle.

Insgesamt wurden so 196 Proben getestet, davon 151 Punktate (54 Pleura-Punktate,
26 Punktate aus dem Bauchraum, 21 Liquor-Punktate, 14 Gelenk-Punktate und acht
Punktate aus Perikard oder Mediastinum sowie 27 Punktate aus sonstigen
Korperstellen) und 45 Gewebeproben (20 Gewebeproben von Gelenken und
kndchernen Strukturen, fiinf von Dura mater, vier von Pleura, jeweils zwei von Herz,
Pankreas und Lymphknoten sowie 11 weitere intraoperativ steril entnommene
Gewebeproben aus verschiedensten Kompartimenten). Eine Ubersicht iiber die
Herkunft der Proben (ohne Differenzierung zwischen Punktat oder Gewebeprobe) bietet

Tabelle 1.

Tabelle 1: Herkunft der Proben

Probenmaterial/Entnahmestelle Anzahl
Pleura 58
Gelenke und kndcherne Strukturen 34
Abdomen 28
Liquor 21
Herzklappen/Perikard/Mediastinum 10
Dura mater 5
Lymphknoten 2
sonstige 38
gesamt 196
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2.1.1 Ethische Priufung

Die Studie wurde durch die Ethikkommission der Medizinischen Fakultidt der Heinrich-

Heine-Universitét Diisseldorf begutachtet und mit der Studiennummer 4445 versehen.

2.2 Materialien

Fir die gesamte Studie wurden laboriibliche Desinfektionsmittel, DNA-
Dekontaminationsmittel (DNA-Exitus), tubes, Pipetten, sterile Pipettenspitzen mit
Filter, Kiihlracks, Tischzentrifugen, sterile und unsterile Handschuhe, steriles Wasser,
Vortexer und Zeitmesser verwendet. Spezielle Gerdte und Substanzen sind im

Folgenden aufgefiihrt.

2.2.1 GenoType

2.2.1.1 GenoType BacExtract

Alle  Pipettierschritte =~ des  BacExtract-Protokolls =~ wurden  unter  einer
Sicherheitswerkbank der Klasse 2 (Thermo Scientific, Waltham, Massachusetts, USA)
durchgefiihrt. Als Thermomixer diente der Thermomixer comfort (Eppendorf AG,

Hamburg). Es wurden die in Tabelle 2 aufgefiihrten Substanzen verwendet.
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Tabelle 2: Reagenzien des GenoType BacExtract (Firmenangaben)

Reagenzien Bestandteile

CM > 50 % Guanidinhydrochlorid, < 2,5 % Tris

DB1 Puffersubstanz, < 5 % Magnesiumsalz

M-DNase B DNase, Puffersubstanz

RS Puffersubstanz, <5 % EDTA

RL > 50 % Saccharose, <1 % Tris, <1 % EDTA

BugLysis muralytische Enzyme, Puffersubstanz

RP <2 9% SDS, <1 % Tris, <1 % EDTA, <1 % Calciumchlorid

Proteinase K

1 % Proteinase K

CS > 50 % Guanidinthiocyanat

AB < 80 % Isopropanol, 2-10 % Tris
WB <40 % Isopropanol, 2-10 % EDTA
WS <70 % Ethanol

ES Puffersubstanz

SU Puffersubstanz

PKB Proteinase K-Puffer

Enzyme K Enzym K

EDTA: Ethylendiamintetraacetat

2.2.1.2 GenoType multiplex PCR

Die Herstellung des Master-Mix erfolgte in einem kontaminationsfreien Arbeitsraum
unter einer Sicherheits-Werkbank der Klasse 2 (s.0.). Pro Probe wurden 35 pl Primer-
Nucleotid-Mix, 10 ul 5-fach PCR Puffer und 0,7 pl M-Taq (Taqg-Polymerase)
verwendet.

Die PCR wurde auf dem GTQ-Cycler 96 (Hain Lifescience, Nehren) durchgefiihrt.

2.2.1.3 GenoType Bac-IDent

Die DNA-Detektion wurde auf dem TwinCubator (Hain Lifescience) mit in Tabelle 3
aufgefiihrten Reagenzien durchgefiihrt. AuBerdem wurden Inkubationswannen mit
zwoOlf Kavititen, Bac-IDent-STRIPS (Membranstreifen) sowie eine Schablone zum

Ablesen der Membranstreifen (alles Hain Lifescience) verwendet.
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Tabelle 3: Reagenzien GenoType Bac-IDent

Reagenzien Bestandteile

Denaturierungsreagenz (B-DEN) | <2 % NaOH, Farbstoff

Hybridisierungspuffer (HYB) 8-10 % anionisches Tensid, Farbstoff

Stringent-Waschlosung (STR) > 25 % einer quartiren Ammoniumverbindung,
<1 % anionisches Tensid, Farbstoff

Rinse-Losung (RIN) <1 % NacCl, <1 % anionisches Tensid

Konjugat-Konzentrat (CON-C) Streptavidin-konjugierte Alkalische Phosphatase, Farbstoff

Konjugat-Puffer (CON-D) Puffersubstanz, 1 % Blocking-Reagenz, < 1 % NaCl
Substrat-Konzentrat (SUB-C) Dimethylsulfoxid, Substratlosung
Substrat-Puffer (SUB-D) Puffersubstanz, < 1 % MgClp, < 1 % NaCl

NaOH: Natriumhydroxid, NaCl: Natriumchlorid, MgCl2: Magnesiumchlorid

2.2.2 16S/18S broad-range PCR

2.2.2.1 DNA-Aufreinigung mittels Bio Robot EZ 1

Die Inkubation der Proben mit Proteinase K erfolgte auf einem Heizblock der Firma
Bioer Technology (Hanghzou, China). Bei dem automatisierten DNA-
Aufreinigungsgerdt handelte es sich um den Bio Robot EZI, der mit den

entsprechenden Kartuschen (beides QIAGEN, Hilden) bestiickt wurde.

2.2.2.2 Broad-range PCR

Auch fiir die broad-range PCR wurden die Master-Mixe im kontaminationsfreien
Reinstraum unter einer Sicherheits-Werkbank der Klasse 2 hergestellt. Es wurden pro
Probe 37,5 ul 2-fach MESA GREEN ™ (Eugentecs, Kdln), 0,6 ul Primer forward
(100 uM), 0,6 ul Primer reverse (100 uM) (beide MWG Biotech, Sequenzen
s. Tabelle 4) und 21,3 pl aqua dest. verwendet, die wie in Tabelle 5 aufgefiihrt

zusammengesetzt wurden.
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Tabelle 4: Primer der broad-range PCR

Primer/

Target S Sequenz Hersteller
16S rDNA 16S-for AGAGTTTGATCNTGGYTCAG MWG/Metabion
500 bp 16S-revl GWATTACCGCRGCKGCTG MWG/Metabion
16S rDNA 16S-for AGAGTTTGATCNTGGYTCAG MWG/Metabion
900 bp 16S-rev2 CCGTGAATTCHTTTRAGTTT MWG/Metabion
18S rRNA 18S-for TCCGTAGGTGAACCTGCGG MWG/Metabion
18S-rev TCCTCCGCTTATTGATATGC MWG/Metabion

rDNA: ribosomale deoxyribunucleic acid, bp: Basenpaare, rRNA: ribosomale ribonucleic acid,

for: forward, rev: reverse

Tabelle 5: Zusammensetzung der broad-range PCR Master-Mixe pro PCR-Ansatz

16S 500 bp 16S 900 bp 18S
2-fach Mesa Green ™ 12,5 pl 12,5 ul 12,5 ul
Primer-for (100 pM) 0,2 ul 0,2 pl 0,2 ul
16S-for 16S-for 18S-for
Primer-rev (100 pM) 0,2 ul 0,2 pl 0,2 ul
16S-revl 16S-rev2 18S-rev
aqua dest. 7,1 ul 7,1 ul 7,1 ul

for: forward, rev: reverse, dest: destillata, bp: Basenpaare, uM: Mikromolar, ul: Mikroliter

Die PCR wurde auf dem 1Q5 (Bio-Rad, Miinchen) durchgefiihrt.

2.2.2.3 Amplifikat-Aufreinigung

Die Aufreinigung der Amplifikate erfolgte mittels NucleoSpin PCR clean-up-Protokoll.
Hierfiir wurden pro Probe 120 pul binding buffer NTI, 700 ul wash buffer NT3 (2x) und
18 ul elution buffer NE verwendet.

Zur Messung der DNA-Konzentration in positiven Proben wurde der NanoDrop ™

1000 Spectrophotometer (Thermo Fisher Scientific, Wilmington, USA) verwendet.

2.2.2.4 Sequenzierung

Die Sequenzierung der DNA-Amplifikate erfolgte nach der Sanger-Methode im
Biologisch-Medizinischen Forschungszentrum (BMFZ) der Heinrich-Heine-Universitét

Diisseldorf.
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2.3 Methoden

Alle Proben wurden routinemiBig auf Kulturmedien (als Goldstandard) geimpft sowie
speziell aufbereitet und sowohl dem /ine-blot-Verfahren des GenoType Bac-IDent als
auch der 16S/18S broad-range PCR mit anschlieBender Sequenzierung nach Sanger
unterzogen. Zur DNA-Aufreinigung wurden zwei unterschiedliche Verfahren
verwendet. Zum einen die auf reverser Hybridisierung basierende DNA-Aufreinigung
mittels GenoType BacExtract, zum anderen eine Magnet-Partikel-Aufreinigung mittels

Bio Robot EZ1.

2.3.1 GenoType

Bei dem GenoType-Verfahren handelt es sich um ein dreischrittiges Verfahren zur
Detektion von den in Tabelle 6 aufgefiihrten sechs Gram-positiven und acht Gram-
negativen Bakterienspezies und den drei Resistenzgenen mecA, vanA und vanB. Im
ersten Schritt wird die in der Probe befindliche DNA aufgereinigt, im zweiten Schritt
mittels multiplex PCR amplifiziert und im dritten Schritt mittels reverser Hybridisierung

und line-blot detektiert.
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Tabelle 6: Liste der mittels GenoType multiplex PCR detektierbaren Bakterienspezies und
Resistenzgene

Bande | Gram-positiv (6)

3 Staphylococcus aureus
Staphylococcus epidermidis/capitis/caprae

Streptococcus pneumoniae

4
5
6 Streptococcus milleri Gruppe
7 Enterococcus faecalis

8

Enterococcus faecium

Gram-negativ (8)

9 Eschericha coli/Shigella spp.

10 Salmonella enteritidis/Typhimurium
11 Pseudomonas aeruginosa

12 Klebsiella pneumoniae

13 Klebsiella oxytoca

14 Proteus mirabilis

15 Serratia marcescens

16 Enterobacter cloacae/aerogenes
Resistenzgene

17 mecA

18 vanA

19 vanB

Bande 3-19: Lokalisation auf den Membranstreifen

2.3.1.1 DNA-Aufreinigung mittels GenoType BacExtract

Die Methode des GenoType BacExtract beruht auf einer zweifachen Aufreinigung. In
einem vorangestellten Vorgang folgt auf die enzymatische Lyse von Zellmembranen die
Verdauung der freigesetzten humanen DNA durch DNase. So wird die in der Probe
befindliche humane DNA zersetzt und kann das Verfahren nicht storen. Anschlieend
werden die zundchst durch ihre Zellwand geschiitzten Bakterien lysiert und die

bakterielle DNA zur Analyse freigesetzt.

2.3.1.1.1 Spezielle Probenaufbereitung

Eine spezielle Probenaufbereitung wurde nur dann notwendig, wenn bei Proben von
Korperfliissigkeiten nicht genug Ausgangsmaterial vorhanden war oder es sich um

Gewebe handelte. Bei zu geringem Ausgangsmaterial wurde das Probenmaterial mit
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I ml SU-Puffer aufgefiillt und anschlieBend gut durchmischt. Handelte es sich um
Gewebe, wurde ein reprisentatives etwa 0,25 cm? groles Gewebestiick pripariert, mit
180 pl PKB-Puffer und 20 pl Enzyme K in einem sample tube vermischt und bei 56 °C
fiir 10 Minuten unter Schiitteln im Thermomixer inkubiert. AnschlieBend wurde die
vorbehandelte Probe mit 800 ul der Transportfliissigkeit oder 800 pul SU-Puffer
aufgefiillt.

2.3.1.1.2 Lyse humaner Zellen und Entfernung humaner DNA

Zur Lyse humaner Zellmembranen wurden zunidchst je 1 ml Probe (ggf. speziell
aufbereitet, s. Kapitel 2.3.1.1.1) fiir 5 Minuten bei Raumtemperatur mit 250 ul CM-
Puffer versetzt. Die Zugabe von 250 ul DB1-Puffer sowie 10 ul M-DNase B und eine
erneute Inkubation fiir 15 Minuten bei Raumtemperatur dienten dem Abbau der zuvor
freigelegten humanen DNA. Nach einer anschliefenden 10-miniitigen Zentrifugation
(10.000 x g, fiir jede Zentrifugation verwendet) wurde der mit humanen Zellresten
bestiickte Uberstand vorsichtig entfernt und die verbleibenden Pellets jeweils mit 1 ml
RS-Puffer resuspendiert. Der Vorgang wurde nach 5 Minuten Zentrifugation
wiederholt, wobei die Resuspendierung der Pellets diesmal mit 80 pl RL-Puffer
durchgefiihrt wurde, um erneut zuriickgebliebene, weniger dichte Zellbestandteile von

der DNA zu trennen.

2.3.1.1.3 Lyse bakterieller Zellen und Denaturierung von Proteinen

Im Anschluss wurden die Proben mit 20 ul Bug-Lysis-Losung versetzt und unter
kontinuierlichem Schiitteln fiir 30 Minuten im Thermomixer bei 37 °C inkubiert, um
nun die bakteriellen Zellwinde aufzuschliefen und die bakterielle DNA freizusetzen.
Zur Denaturierung der Proteine wurden darauthin 150 ul RP-Puffer sowie 20 pl
Proteinase K hinzugegeben und die Inkubation diesmal fiir 10 Minuten bei 56 °C unter

Schiitteln im Thermomixer durchgefiihrt.

2.3.1.1.4 Extraktion der bakteriellen DNA

Nach Zugabe von 250 ul CS-Puffer sowie 250 pl AB-Puffer wurde der gesamte sample
tube-Inhalt in spin columns auf collection tubes pipettiert. Wahrend der folgenden 30-
sekiindigen Zentrifugation wurden Proteine und andere Verunreinigungen

ausgewaschen, wihrend DNA-Molekiile an die Silikamembran gebunden wurden.
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Anschlieend wurden die spin columns entnommen und in neue collection tubes
gegeben. Durch die Zugabe von 400 ul WS-Puffer und erneuter 3-miniitiger
Zentrifugation konnten letzte durch die Puffer zugegebene chaotrope Salze aus der
Membran ausgewaschen werden. Darauthin wurden die spin columns aus den collection
tubes herausgenommen und in elution tubes umgesteckt. Je 100 ul von auf 70 °C
erhitztem ES-Puffer wurden dann in die spin columns pipettiert und alles 1 Minute bei
Raumtemperatur inkubiert. Hierdurch konnte das Losen der bakteriellen DNA von der
Silikamembran erreicht werden. AbschlieBend folgte eine 1-miniitige Zentrifugation. In
den elution tubes befand sich nun je etwa 100 pl Eluat, das fiir die Weiterbearbeitung

am gleichen Tag bei 8 °C oder an anderen Tagen bei -20 °C gelagert wurde.

2.3.1.2 DNA-Amplifikation mittels GenoType multiplex PCR

Bei der GenoType PCR handelt es sich um eine multiplex PCR mit 17 verschiedenen
Primern, die komplementir zu Ziel-Oligonukleotid-Sequenzen von den in Tabelle 6
aufgefiihrten sechs Gram-positiven und acht Gram-negativen Bakterienspezies sowie
den Resistenzgenen mecA, vanA und vanB sind. Die Primer sind mit Biotin markiert,
das im anschlieBenden Schritt der DNA-Detektion den Nachweis der Amplifikate durch

einen enzymatischen Farbumschlag ermoglicht (s. Kapitel 2.3.1.3).

2.3.1.2.1 Herstellung des PCR-Ansatzes

Oben genannte Reagenzien wurden gekiihlt (da es sich bei der M-Taq um eine hot-start
Polymerase handelt) der Probenanzahl entsprechend zu einem Master-Mix angesetzt
und anschlieBend jeweils 45 pl mit 5 pl Probe in PCR-fubes pipettiert. Bei jedem
Ansatz wurde jeweils eine Negativkontrolle (aqua dest.) sowie eine Positivkontrolle

(Klebsiella oxytoca-DNA) mitgefiihrt.

2.3.1.2.2 PCR-Protokoll

Das PCR-Programm wurde wie im Folgenden beschrieben im Thermocycler
durchgefiihrt:

Ein Zyklus bei 95 °C fiir 3 Minuten und 10 Zyklen bestehend aus nachstehenden zwei
Phasen: 95 °C fiir 30 Sekunden sowie 58 °C fiir 2 Minuten; danach 25 Zyklen
bestehend aus folgenden drei Phasen: 95 °C fiir 25 Sekunden, 53 °C fiir 40 Sekunden
und 70 °C fiir ebenfalls 40 Sekunden; und zum Schluss 70 °C fiir 8 Minuten.
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Anschliefend wurden die Amplifikate direkt dem GenoType Bac-IDent-Protokoll

unterzogen oder bei 8 °C gelagert.

2.3.1.3 DNA-Detektion mittels GenoType Bac-IDent

Das Bac-IDent-Verfahren basiert auf einer DNA-Membranstreifen-Technologie (/ine-
blot), bei der die mit Biotin markierten Amplifikate iiber eine reverse Hybridisierung an
komplementidre Sonden auf einem Membranstreifen gebunden und anschlieBend von

Streptavidin-konjugierter alkalischer Phosphatase farblich sichtbar gemacht werden.

2.3.1.3.1 Denaturierung und reverse Hybridisierung der Amplifikate an die
Sonden

Zunidchst wurden die Rinselosung, der Konjugat-Puffer und der Substrat-Puffer auf
Raumtemperatur, die Hybridisierungslosung und die Stringentldsung im Wasserbad auf
45 °C vorgewiarmt sowie der TwinCubator zum ebensolchen Aufwéirmen gestartet.
AuBerdem wurden 1:100-Verdiinnungen des Konjugat-Konzentrats und des Substrat-
Konzentrats mit den jeweiligen Puffern CON-D und SUB-D hergestellt.

Zur Denaturierung der amplifizierten DNA wurden 20 ul Amplifikat und 20 pl
Denaturierungslosung jeweils in die unteren Abschnitte der Wannenkavititen pipettiert,
gut gemischt und anschlieBend fiir 5 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert. Darauthin
wurden jeweils 1 ml der vorgewdrmten Hybridisierungslosung in die Kavitdten
pipettiert, die Wanne so lange geschwenkt, bis die Losung eine homogene Farbe erhielt,
und danach in jede Kavitiit ein zuvor unten nummerierter Membranstreifen gelegt. In
den folgenden 30 Minuten bei 45 °C im TwinCubator erfolgte in den Wannenkavititen
die Hybridisierung der biotinmarkierten Amplifikate an die DNA-Sonden der
Membranstreifen. In der Folge wurde die Hybridisierungslosung vollstindig entfernt
und durch jeweils 1ml vorgewdrmte Stringentldsung ersetzt. Wéhrend der
anschlieBenden 15 Minuten unter leichtem Schiitteln bei 45 °C im TwinCubator wurden
unspezifisch an die Sonden gebundene Amplifikate gelost und durch vollstindiges
Abkippen der Stringentldsung ausgewaschen. Die darauffolgende Zugabe von 1 ml
Rinselosung, das Schiitteln fiir eine Minute im TwinCubator und erneutes Abkippen
diente der Entfernung der Stringentlésung, womit mogliche storende Interaktionen bei

der Konjugatbindung verhindert werden sollten.
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2.3.1.3.2 Konjugatbindung und enzymatische Farbreaktion

Nach der Hybridisierung der Amplifikate an die Sonden schloss sich die Zugabe von je
1 ml verdiinntem Konjugat zu jedem in einer Kavitét liegenden Membranstreifen an. In
den folgenden 30 Minuten im TwinCubator band die so zugegebene alkalische
Phosphatase iiber das konjugierte Streptavidin an die mit Biotin markierten
Amplifikate. Danach wurden die Membranstreifen zweimal je 1 Minute mit 1 ml
Rinselosung und einmal mit 1 ml aqua dest. auf dem TwinCubator gewaschen. Jetzt
erfolgte die Zugabe von 1 ml verdiinntem Substrat in jede Kavitdt mit anschlieBender
lichtgeschiitzter Lagerung. An den Banden, an denen eine Hybridisierung eines
Amplifikats an eine Sonde stattgefunden hatte, setzte die alkalische Phosphatase
innerhalb von 3 bis 10 Minuten das zur Detektion zugegebene Substrat in einen
Farbstoff um, der auf den Membranstreifen als Farbniederschlag sichtbar wurde. Bei
deutlichem Hervortreten des Farbniederschlags in Form von Banden wurde die
Substratreaktion durch zweimaliges Waschen mit aqua dest. gestoppt und die

Membranstreifen zum Trocknen auf saugfahiges Papier gelegt.

2.3.1.3.3 Auswertung und Interpretation der Ergebnisse

Die Auswertung der Membranstreifen erfolgte anhand einer Schablone auf einem
Auswertungsbogen (exemplarische Darstellung in Abbildung 1). Dabei konnte das
Testergebnis als valide angesehen werden, wenn CC- und AC-Bande entwickelt waren
und damit die Effizienz von Konjugatbindung und Substratreaktion gegeben war (CC-
Bande) und das wihrend der Amplifikation entstandene Kontrollprodukt an die

Amplifikationskontrollzone gebunden hatte (AC-Bande).
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CCl —»— —_ — —
AC2 ——
S. aureus 3 ————
S. epidermidis/capitis/caprae 4
S. pneumonige § —————
S. milleri group 6 —— —
E. faecalis 7 ——n— —
E. faecium 8§ — —
E. coli/Shigella sp. 9§ ———
S. enteritidis/typhimurium 10
P. aeruginosa 11 —— —
K. pneumoniae 12 —
K. oxytoca 13 —— —
P mirabilis 14 —n
S. marcescens 15
E. cloacae/aerogenes 16
mecA 17
vanA 18
vanB 19

5

MRSE, E. faecalis/ S. milleri group K. oxytoca  P. aeruginosa
faecium, vanA

Abb. 1: Beispiele fiir die Auswertung der Membranstreifen des GenoType Bac-IDent anhand
entsprechender Schablone (Quelle: Hain Lifescience, Nehren)

CC: Konjugatkontrolle, AC: Amplifikationskontrolle, 3-16 Bakterienspezies, 17-19 Resistenzgene,
MRSE: methicillin resistant Staphylococcus epidermidis, E.: Enterococcus, S.: Streptococcus,
K.: Klebsiella, P. Pseudomonas

Die Banden 3 bis 19 gaben Auskunft iiber die Detektion der in Tabelle 6 aufgefiihrten
Bakterienspezies und deren Resistenzgene. Dabei wurde eine Bande nur dann als
positiv gewertet, wenn ihre Intensitit gleich stark oder stirker war als die der

Amplifikationskontrolle.

2.3.2 16S/18S broad-range PCR

2.3.2.1 DNA-Aufreinigung mittels Bio Robot EZ1

Bei der DNA-Aufreinigung mittels Bio Robot EZ1 werden die Zellen zunichst lysiert
und die freie DNA anschlieBend durch Bindung an Magnet-Partikel gewaschen,

aufgereinigt und eluiert.
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2.3.2.1.1 Probenvorbereitung

Sowohl Punktate als auch Gewebestiicke wurden zunichst unter Zugabe von 10 pl
Proteinase K bzw. bei Gewebeproben zusétzlicher Zugabe von 190 pl G2-Puffer bei
56 °C fiir eine Stunde im Heizblock inkubiert und die Zelllyse in Gang gesetzt.

2.3.2.1.2 Automatisierte Aufreinigung

Die Aufreinigung erfolgte hier nach Angaben des Herstellers. In Kiirze: 200 pl Probe
wurden in 2 ml sample tubes pipettiert und nach Bestiickung des Bio Robot EZ1 mit
den entsprechenden Kartuschen dem voreingestellten Programm unterzogen. Das Eluat-

Volumen betrug 50 pl.

2.3.2.2 DNA-Amplifikation mittels 16S/18S broad-range PCR

Bei der broad-range PCR handelt es sich um eine real-time PCR, deren DNA-
Amplifkationsnachweis auf der Einlagerung von SYBR Green ™ in doppelstringige

DNA und dessen Fluoreszenz-Messung basiert.

2.3.2.2.1 Herstellung des PCR-Ansatzes

Mit den unter Kapitel 2.2.3 genannten Reagenzien wurden jeweils 20 ul des
entsprechenden Master-Mix mit 5 pl Probe in PCR-fubes pipettiert. Bei jedem Ansatz
wurden je einmal 5 pl aqua dest. als Leerprobe und einmal 5 pl Escherichia coli-DNA

als Positivkontrolle mitgefiihrt.

2.3.2.2.2 PCR-Protokoll

Das Amplifikationsprofil der broad-range PCR im IQS5 beinhaltet folgende Schritte:

Thermische Denaturierung der doppelstrdngigen DNA durch 2-miniitiges Erhitzen auf
94 bis 95°C; 35 Zyklen zur Amplifizierung der DNA bei jeweils 30-sekiindiger
Denaturierung bei 95 °C, Primeranlagerung durch 30-sekiindiges Abkiihlen des
Ansatzes auf 55 °C und Synthetisierung des komplementédren Stranges in 1 Minute bei
72 °C; abschlieBende Schmelzkurvenanalyse durch einmalige Denaturierung bei 95 °C
fiir 15 Sekunden und Abkiihlung auf 60 °C mit anschlieBenden 61 Zyklen, in denen die
Temperatur des 15-sekiindigen Abkiihlungsschrittes kontinuierlich um 0,5 °C pro

Zyklus von 60 auf 95 °C erhdht wird.
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2.3.2.2.3 Beurteilung positiver Ergebnisse

Eine Probe wurde dann als positiv gewertet, wenn eine Amplifikationskurve vorhanden
war, die Schmelztemperatur zwischen 85 bis 92 °C lag und die Peakhdhe der
Schmelzkurve iiber 900 RFU betrug. Lag die Schmelztemperatur bei 82 bis 83 °C,
wurde diese Probe als negativ gewertet, da es sich bei dieser Schmelztemperatur um

Amplifikate humaner DNA handelt.

2.3.2.3 Spezies-Detektion

2.3.2.3.1 Ampilifikat-Aufreinigung mittels NucleoSpin

Die als positiv bewerteten Amplifikate wurden mit dem NucleoSpin PCR clean-up-
Protokoll aufgereinigt: Zundchst wurden je 25 pul Amplifikat mit 50 ul NT I Buffer
gemischt. Dieses Gemisch wurde in ein clean-up column auf einem collection tube
pipettiert und durch 30-sekiindige Zentrifugation (11.000 x g, fiir jede Zentrifugation
verwendet) erfolgte die DNA-Bindung an die Silika-Membran. Nach Verwerfen des
Riickstandes und Umstecken in ein weiteres collection tube wurden darauthin 700 pl
NT 3 Buffer auf die Silika-Membran pipettiert und erneut 30 Sekunden zentrifugiert.
Dies diente dem Waschen der Silika-Membran. Daraufhin wurde erneut das collection
tube verworfen und das clean-up column in ein weiteres collection tube umgesteckt. Es
schloss sich das Trocknen der Silika-Membran durch 1-miniitige Zentrifugation an. Die
DNA-Elution erfolgte schlieBlich durch das Umstecken des getrockneten clean-up
columns in ein microcentrifuge tube, Zugabe von 18 ul NE Buffer, 1-miniitige

Intubation bei Raumtemperatur und abschlieBende 1-miniitige Zentrifugation.

2.3.2.3.2 Messung der Amplifikat-Konzentration

Zur Messung der DNA-Konzentration wurde das Programm nucleic acid auf dem
NanoDrop ™ 1000 Spectrophotometer verwendet. Dazu wurden je 1 pl der
aufgereinigten DNA des PCR-Produktes auf das Ende einer Glasfaseroptik gegeben und
mit einer weiteren Glasfaseroptik in Kontakt gebracht. Die photometrische Messung
erfolgt hierbei durch das Aussenden eines Xenonlichtes und dessen spektrometrische
Analyse nach Durchlaufen der Probe. Fiir die Sequenzierung sollte eine DNA-
Konzentration von 15 ng/ul bestehen, sodass die Amplifikate ggf. im Anschluss der

gemessenen Konzentration entsprechend mit Elutionspuffer verdiinnt wurden.
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2.3.2.3.3 Sequenzierung

Die Sequenzierung zur Spezies-Identifikation wurde im BMFZ der Heinrich-Heine-

Universitit Diisseldorf nach der Sanger-Methode durchgefiihrt.

2.3.2.3.4 Datenbankanalyse

Die Analyse der iibermittelten DNA-Sequenzen erfolgte iiber eine Datenbankrecherche

auf www.ncbi.nlm.nih.gov/blast mit dem Programm nucleotide blast. Die

Identifizierung der Bakterienspezies ergab sich aus dem Grad der Ubereinstimmung mit

den hinterlegten Sequenzen. Dabei galt eine Homologie von > 95 % als ausreichend.
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3 Ergebnisse

3.1 Ergebnisse GenoType Bac-IDent

Von 196 getesteten Proben detektierte der GenoType in 71 (36,2 %) ein oder mehrere
Bakterienspezies: in 44 Proben (22,4 %) detektierte der GenoType eine
Bakterienspezies, in 19 Proben (9,7 %) zwei, in sechs Proben (3,1 %) drei und in zwei
Proben (1 %) vier Bakterienspezies. 119 Proben (60,7 %) waren negativ und sechs
(3,1 %) inhibiert; letztere wurden auch als negativ gewertet. Die numerische Verteilung
der nachgewiesenen Bakterienspezies in absteigender Anzahl aufgelistet war wie folgt:
Escherichia coli/Shigella spp. 22 (11,2%), Enterococcus faecium 19 (9,7 %),
Staphylococcus aureus 14 (7,1 %), Enterococcus faecalis 12 (6,1 %), Klebsiella
oxytoca9 (4,6 %), Klebsiella  pneumoniae 8 (4,1 %),  Staphylococcus
epidermidis/capitis/caprae 7 (3,6 %), Proteus mirabilis 5 (2,6 %), Enterobacter
cloacae/aerogenes 4 (2 %), Streptococcus pneumoniae 3 (1,5 %), Pseudomonas
aeruginosa 3 (1,5 %), Streptococcus milleri Gruppe 2 (1 %). Zusétzlich wies der
GenoType 13 Mal (6,6 %) das Resistenzgen mecA nach sowie jeweils zweimal (je 1 %)

vanA und vanB. Tabelle 7 bietet hierliber noch einmal eine iibersichtliche Darstellung.
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Tabelle 7: Anzahl der einzelnen Spezies und Resistenzgene unter den positiven Ergebnissen des

GenoType
Kulturergebnis

Anzahl identisch** diskrepant***

RS detektiert N (%) N (%)
durch GT
Staphylococcus aureus 14 11 (78,6) 3(21,4)
Staphylococcus epidermidis/capitis/caprae 7 4(57,1) 3(42,9)
Streptococcus pneumoniae 3 1(33,3) 2 (66,7)
Streptococcus milleri Gruppe 2 2 (100) 0(0)
Enterococcus faecalis 12 4 (33,3) 8 (66,7)
Enterococcus faecium 19 4 (21,1) 15 (78,9)
Eschericha coli/Shigella spp. 22 9 (40,9) 13 (59,1)
Pseudomonas aeruginosa 3 3 (100) 0(0)
Klebsiella pneumoniae 8 3(37,5) 5(62,5)
Klebsiella oxytoca 9 0(0) 9 (100)
Proteus mirabilis 5 2 (40) 3 (60)
Enterobacter cloacae/aerogenes 4 1(33.3) 3 (66,7)
gesamt 108 44 (40,7) 64 (59,3)
Kulturergebnis

Resistenzgene Anzahl GT identisch** diskrepant**

(davon N (%) N (%)

plausibel*)

mecA 13 (7) 2 (154) 11 (84,6)
vanA 2(2) 1 (50) 1 (50)
vanB 2(2) 1 (50) 1 (50)
gesamt 17 (11) 4 (23,5) 13 (76,5)

GT: GenoType
*Nachweis des Resistenzgens bei Bakterienspezies, die dieses Merkmal ausprdgen konnen
**Kultur-Ergebnis und GenoType-Ergebnis iibereinstimmend

***Kultur-Ergebnis und GenoType-Ergebnis nicht libereinstimmend

3.2 Vergleich GenoType Bac-IDent zu Kultur

GenoType und Kultur zeigten 150 (79,1 %) gleichartige Analysen, wobei 39 Proben
(19,9 %) bei beiden positiv und 111 (56,6 %) bei beiden negativ waren. In 46 Fillen

unterschieden sich die Probenanalysen vdllig voneinander: Die Kultur zeigte ein
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positives Ergebnis in 19 Proben (9,7 %), in denen der GenoType keine oder eine andere
Bakterienspezies detektierte, wobei hier zwei auf Kulturmedium gewachsene Spezies
nicht im Spektrum des GenoType enthalten waren; in 27 Proben (13,8 %) fand der
GenoType eine oder mehrere Bakterienspezies, bei denen die Kultur negativ blieb

(s. auch Tabelle 8).

Tabelle 8: Vergleich der Ergebnisse von GenoType und Kultur

Kultur
+ - gesamt
+ 39 (19,9 %) 27 (13,8 %) 66
GenoType
19 (9,7 %) 111 (56,6 %) 130
gesamt 58 138 196

Von den 39 (19,9%) bei beiden positiven Ergebnissen waren 23 (59 %)
deckungsgleich. In 16 (41 %) der 39 Proben detektierten Kultur und GenoType eine
oder mehrere identische Spezies, aber der GenoType in zehn Proben (62,5 %) zusétzlich
eine Bakterienspezies mehr, in drei Proben (18,8 %) zwei mehr und in einer Probe
(6,3 %) drei mehr sowie in zwei Proben (12,5 %) eine weniger als die Kultur.

Bei fiinf Proben unterschieden sich GenoType und Kultur in ihrem Speziesnachweis
vollig voneinander, sodass wir diese als falsch-positive Ergebnisse des GenoType

werteten und sich die Anzahl der diskrepanten Probenanalysen auf 46 (23,5 %) belief.

Von den 17 im GenoType detektierten Resistenzgenen waren sechs (35,3 %) nicht
plausibel, da hier die Bande fiir das mecA-Gen positiv war, allerdings keine
Staphylokokken nachgewiesen wurden. Die elf in sich plausiblen Ergebnisse (64,7 %)
wurden vier Mal (23,5 %) von den Resistenzbestimmungen der Kultur bestitigt und
somit als richtig-positiv  gewertet. Vier (23,5%) der elf plausiblen
Resistenzgennachweise waren diskrepant zur Kultur. Drei Resistenzgennachweise des
GenoType (27,3 %) konnten nicht beurteilt werden, da bei diesen Proben in der Kultur
zwei Mal aus klinischen Griinden keine Resistenzbestimmung durchgefiihrt wurde und
einmal auf Kulturmedium keine Spezies gewachsen war. So belduft sich die Anzahl an

falsch-positiven Resistenzgennachweisen des GenoType insgesamt auf 13 (76,5 %).
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3.2.1 Sensitivitat und Spezifitat des GenoType

Fiir den GenoType ergab sich eine Sensitivitit von 67,2 % und eine Spezifitit von

80,4 %.

3.2.2 Diskrepante Ergebnisse GenoType/Kultur

In den Tabellen 9 bis 15 sind die diskrepanten Ergebnisse von Kultur und GenoType

noch einmal einzeln aufgefiihrt.

Tabelle 9: Zusiitzliche Speziesdetektion durch den GenoType

Studien- Speaies
nummer | Kultur und GenoType GenoType
6 Streptococcus milleri Gruppe/vergriinende Enterococcus faecalis
Streptokokken
24 Streptococcus milleri Gruppe/Streptococcus | Streptococcus pneumoniae
anginosus
26 Staphylococcus epidermidis, Pseudomonas Enterococcus faecalis
aeruginosa
51 Escherichia coli Enterococcus faecium
60 Pseudomonas aeruginosa Enterococcus faecalis
78 Escherichia coli Enterococcus faecium
111 Escherichia coli Enterococcus faecium
122 Enterococcus faecium Staphylococcus aureus
128 Enterococcus faecalis Enterococcus faecium
130 Escherichia coli Klebsiella oxytoca
110 Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae Enterococcus faecalis, Enterococcus faecium
117 Staphylococcus epidermidis Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae
123 Escherichia coli Enterobacter cloacae, Enterococcus faecium
120 Klebsiella pneumoniae Staphylococcus epidermidis, Enterococcus

faecium, Enterobacter cloacae
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Tabelle 10: Zusitzliche Speziesdetektion durch die Kultur

Spezies
Studien- | Kultur und GenoType Kultur
nummer
97 Enterococcus spp., Staphylococcus aureus Haemophilus parainfluenzae
165 Enterococcus faecium Staphylococcus haemolyticus
Tabelle 11: Kultur und GenoType positiv, aber ginzlich diskrepante Ergebnisse
Spezies
Studien- | Kultur GenoType
nummer
1 Bacteroides spp. Enterococcus faecalis
43 Enterobacter cloacae Enterococcus faecalis, Staphylococcus epidermidis
107 Pseudomonas aeruginosa Enterobacter cloacae, Enterococcus faecium
138 Enterobacter cloacae, Citrobacter koseri | Enterococcus faecalis, Escherichia coli
161 Staphylococcus haemolyticus Enterococcus faecium
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Tabelle 12: Kultur positiv, GenoType negativ (14 Proben — 19 Speziesdetektionen)

Studien- Spezies Kultur
nummer
9 Gram-positive und Gram.negative Stabchen (undifferenziert), Bacteroides fragilis*,

Pseudomonas aeruginosa, Enterobacter cloacae

15 MRSA
19 Koagulase-negative Staphylokokken (undifferenziert)*
20 Koagulase-negative Staphylokokken (undifferenziert)*

30 Escherichia coli

62 Staphylococcus aureus

72 Staphylococcus epidermidis
76 Staphylococcus aureus

84 Staphylococcus aureus

100 Propionibacterium acnes*

135 Staphylococcus epidermidis

151 Proteus mirabilis
179 Propionibacterium acnes*®, Staphylococcus epidermidis
182 aerobe Sporenbildner (undifferenziert)*

*Erreger nicht im Spektrum des GenoType enthalten
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Tabelle 13: Kultur negativ, GenoType positiv (27 Proben — 37 Speziesdetektionen)

Studien- Spezies GenoType
nummer
3 Streptococcus pneumoniae, Klebsiella oxytoca
4 Streptococcus pneumoniae, Escherichia coli, Klebsiella oxytoca
5 Enterococcus faecalis
13 Proteus mirabilis
18 Escherichia coli
32 Staphylococcus aureus
39 Klebsiella oxytoca
41 Enterococcus faecium
49 Klebsiella oxytoca
61 Escherichia coli
67 Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae
68 Klebsiella pneumoniae
80 Proteus mirabilis
81 Proteus mirabilis
95 Klebsiella oxytoca
102 Escherichia coli
103 Klebsiella oxytoca
106 Staphylococcus aureus, Enterococcus faecium
112 Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae
114 Escherichia coli
115 Enterococcus faecium, Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae
119 Staphylococcus epidermidis, Enterococcus faecium, Escherichia coli
125 Escherichia coli
144 Klebsiella oxytoca
147 Escherichia coli
150 Enterococcus faecium
187 Klebsiella oxytoca
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Zusammengefasst detektierte der GenoType 62 Spezies, die auf Kulturmedium nicht
gewachsen waren, und die Kultur 27 Spezies, die der GenoType nicht detektierte. Die
numerische Verteilung der einzelnen Spezies ist in den Tabellen 14 und 15 dargestellt.
Darunter detektierte der GenoType am haufigsten Enterococcus faecium (14 Fille) und
Escherichia coli (13 Félle), Klebsiella oxytoca (9 Fille) und Enterococcus faecalis
(8 Fille); die Kultur Staphylococcus aureus (4 Fille), Enterobacter cloacae und

Staphylococcus epidermidis (jeweils 3 Fille).

Tabelle 14: Numerische Verteilung der Spezies, die nur vom GenoType detektiert wurden

Spezies GenoType Anzahl
Enterococcus faecium 14
Eschericha coli 13
Klebsiella oxytoca 9
Enterococcus faecalis 8
Staphylococcus aureus 3
Staphylococcus epidermidis 3
Streptococcus pneumoniae 3
Klebsiella pneumoniae 3
Enterobacter cloacae 3
Proteus mirabilis 3
gesamt 62
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Tabelle 15: Numerische Verteilung der Spezies, die nur von der Kultur detektiert wurden

Spezies Anzahl
Staphylococcus aureus (davon MRSA) 4(1)
Enterobacter cloacae 3
Staphylococcus epidermidis 3
Bacteroides spp. 2
Koagulase-negative Staphylokokken 2
Propionibacterium acnes 2
Pseudomonas aeruginosa 2
Staphylococcus haemolyticus 2
Citrobacter koseri 1
Escherichia coli 1
Haemophilus parainfluenzae 1
Proteus mirabilis 1
aerobe Sporenbildner (undifferenziert) 1
Gram-positive Stdbchen (undifferenziert) 1
Gram-negative Stdbchen (undifferenziert) 1
gesamt 27

Bezogen auf die Materialien der Proben, bei denen nur durch jeweils ein Testverfahren
(Kultur oder GenoType) Speziesnachweise erbracht wurden, verhielt es sich
folgendermaBlen: Von den 14 in der Kultur und nicht beim GenoType positiv getesteten
Proben waren acht Gewebeproben. Dahingegen detektierte der GenoType vornehmlich
aus Punktaten von Liquor, Drainagesekreten oder anderen Korperfliissigkeiten
Bakterienspezies, bei denen die Kultur negativ blieb, sowie zwei Mal aus

Gewebeproben.

3.3 Vergleich broad-range PCR zu Kultur

Um eine Beurteilung der Sensitivitdt und Spezifitdit vom GenoType vornehmen zu

konnen, zogen wir auch den Vergleich von 16S broad-range PCR zum Goldstandard
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Kultur. Es zeigte sich, dass in 128 Proben (65,3 %) sowohl die broad-range PCR als
auch die Kultur negativ waren. In 31 Proben (15,8 %) konnte die Kultur ein Wachstum
vorweisen, wobei die broad-range PCR negativ blieb. Zehn Mal (5,1 %) verhielt es sich

andersherum (s. Tabelle 16).

Tabelle 16: Vergleich der Ergebnisse von 16S PCR und Kultur

Kultur
+ - gesamt
+ 19 (9,7 %) 10 (5,1 %) 29
broad-range PCR
39 (19,9 %) 128 (65,3 %) 167
gesamt 58 138 196

Von 19 bei beiden positiven Proben (9,7 %) waren 14 (73,7 %) identisch, in vier Proben
(21,1 %) fand die 16S broad-range PCR eine Spezies weniger und in einer Probe
(5,3 %) zwei weniger. In finf Proben (18,5 %) unterschieden sich die nachgewiesenen
Spezies vollig voneinander und in drei Proben (11,1 %) lieB die Sequenzierung keine
eindeutige Aussage iiber eine Spezies zu, sodass wir diese acht Proben als falsch-positiv
werteten.

Zusatzlich konnten Kultur und 18S PCR in fiinf Proben (2,6 %) beide dieselbe
Pilzspezies nachweisen, davon sind drei Ergebnisse als fiir beide positiv mit in die
Statistik eingegangen, da zusidtzlich Bakterienkultur und 16S broad-range PCR
kongruente Ergebnisse zeigten, zwei wurden unter diesem Punkt als negative

Ergebnisse angesehen.

3.3.1 Sensitivitat und Spezifititat der broad-range PCR

Die Sensitivitdt und Spezifitdt der 16S broad-range PCR im Vergleich zur Kultur
betrug 32,8 % bzw. 92,8 %.
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4 Diskussion

4.1 Diskrepante Ergebnisse

In der vorliegenden Studie lag mit 46 géinzlich und 16 teilweise diskrepanten
Ergebnissen bei 196 getesteten Proben eine relativ hohe Diskordanz zwischen Kultur
und GenoType vor. Einundvierzig Ergebnisse waren dabei eindeutig diskrepant
(+/- u. -/+) Aber auch von den 44 bei beiden positiven Ergebnissen zeigten fiinf
géanzlich unterschiedliche und 16 teilweise unterschiedliche Speziesnachweise, sodass

sich eine Gesamtzahl von 62 diskrepanten Ergebnissen ergab.

In 62 Fillen detektierte der GenoType zusitzliche Spezies gegeniiber der Kultur. Es
handelte sich vor allem um Enterococcus faecium (14 Mal zusitzlich detektiert),
Escherichia coli (13 Mal), Klebsiella oxytoca (9 Mal) und Enterococcus faecalis
(8 Mal).

Eine Uberlegenheit von genotypisch basierten Methoden zur Identifizierung dieser
Spezies wurde schon in anderen Studien beobachtet. So konnten Domig et al. 2003
zeigen, dass die Charakterisierung und Differenzierung von Enterococcus-Spezies
mittels PCR-basierten Verfahren gegeniiber phdnotypischen Methoden deutlich bessere
Ergebnisse liefert [97]. Auch die Studienergebnisse von Palladino et al. aus dem
gleichen Jahr zeigen, dass durch real-time PCR eine schnellere und sensitivere
Detektion von Vancomycin-resistenten Enterococcus-Spezies moglich ist als durch
kulturelle Verfahren [98].

Eine Unterlegenheit von kulturellen Methoden konnten vor iiber 25 Jahren Monnet et al.
(1991) wie aktuell Stojowska-Swedrzynska et al. (2016) auch fiir den Nachweis von
Klebsiellen zeigen. In ihren Studien stellten sie fest, dass die Kultivierung von
Klebsiellen und ihre Klassifizierung anhand phéinotypischer Methoden aufgrund der
biochemischen Ahnlichkeit zu anderen Spezies oft schwierig ist [99, 100].

Fiir die Detektion von Escherichia coli gibt es in der Literatur vor allem Angaben {iber
die Isolation aus Trinkwasser-, Nahrungsmittel- oder Stuhlproben. Diese bestitigen die
Nachteile beziiglich vermehrten Zeitaufwands, geringerer Spezifitit und geringerer
Sensitivitit von kulturellen Methoden. So beschreiben Mendes et al. in ihrem Review,

dass kulturelle Verfahren keine Losung fiir die Pravention von Krankheitsausbriichen
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durch Escherichia coli-kontaminiertes Wasser darstellten, da sie verzogerte und wenig
spezifische und sensitive Ergebnisse lieferten; PCR-Verfahren seien hierbei in allen
Belangen iiberlegen, auch wenn es weiterer Verfeinerungen bediirfe [101]. Brandao
etal. machen in ihrem Review Ausfilhrung dariiber, dass auch bei
Nahrungsmittelkontamination durch Escherichia coli sowie Staphylokokken- und
Listerien-Spezies neuere multiplex PCR-Verfahren den konventionellen Verfahren
iiberlegen seien [102]. Diese Ergebnisse konnen durch den Review von Abubakar et al.
bestitigt werden, in der den PCR-Verfahren auch in Stuhlproben eine signifikant hohere
Anzahl an Nachweisen von Escherichia coli-Spezies gelang, die trotz negativer Kultur

als richtig-positiv angesehen wurden [103].

In unserer Studie zeigte sich der Trend der hoheren Sensitivitdt beziiglich bestimmter
Bakterienspezies von PCR-Verfahren gegeniiber der Kultur allerdings nur fiir die
multiplex PCR des GenoType-Verfahrens. Die broad-range PCR konnte mit insgesamt
37 positiven Ergebnissen und einer vergleichsweise sehr geringen Sensitivitdt von
32,8 % nur bedingt Interpretationshilfen zu den diskrepanten Ergebnissen beisteuern. So
war die broad-range PCR zwar in der Mehrzahl der Fille (34 von 47; 72,3 %) ebenso
negativ wie Kultur oder GenoType, konnte aufgrund der geringen Sensitivitét aber nicht
als Bestitigung entweder des Kultur- oder des GenoType-Ergebnisses herangezogen
werden. Dahingegen bestétigten die positiven Ergebnisse der broad-range PCR unter
den diskrepanten Ergebnissen fiinf Mal den GenoType und drei Mal die Kultur.

Als Schlussfolgerung kann daraus gezogen werden, dass der GenoType fiir die in
seinem schmaleren Spektrum enthaltenen Spezies eine wesentlich hohere Sensitivitat
aufweist als die broad-range PCR. Ursache dafiir sind unter anderem die verwendeten
Primer, die anders als die universellen Primer der broad-range PCR hochspezifisch an
kurze Zielsequenzen einer Bakterienspezies binden. Diese kiirzeren Zielsequenzen sind
zudem besser vor prdanalytischem DNA-Abbau geschiitzt und so auch in ldnger
lagernden Proben noch nachweisbar. Zur Reduzierung dieses Bias wurden in der
vorliegenden Studie nur Proben eingeschlossen, die vor weniger als 48 Stunden
abgenommen worden waren. Einen weiteren Beitrag zur hoheren Sensitivitdt der
targeted PCR trigt das Multiplexverfahren bei, das pro Probe mehrere Spezies
gleichzeitig detektieren kann. Die broad-range PCR kann nur eine Spezies pro Probe

sicher identifizieren, sodass in der vorliegenden Studie zweimal nur unspezifische
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Mischsequenzen nachgewiesen werden konnten und ein eindeutiger Speziesnachweis
entfiel.

Die Uberlegenheit der broad-range PCR im Bereich des groBen Spektrums an
nachweisbaren Spezies zeigte sich in der vorliegenden Studie in fiinf Féllen, in denen
die broad-range PCR Spezies nachweisen konnte, die der GenoType nicht in seinem

Spektrum enthilt.

Die Kultur zeigte unter ihren 26 zusétzlich detektierten Spezies keine solch eindeutige
Uberlegenheit beziiglich des Nachweises bestimmter Spezies. Darunter ist
Staphyloccocus aureus mit vier Fillen die héaufigste von der Kultur, nicht aber vom
GenoType nachgewiesene Spezies. Es folgen Enterobacter cloacae und Staphylococcus
epidermidis mit jeweils drei Nachweisen und dahinter eine breite Verteilung anderer
Spezies (s. Tabelle 18). In acht der 26 Fille handelte es sich um Spezies, die nicht im
Spektrum des GenoType enthalten sind (Bacteroides (2), Propionibacterium acnes (2),
Staphylococcus  haemolyticus  (2), Citrobacter koseri (1) und Haemophilus

parainfluenzae (1)).

4.2 Interpretation positiver Ergebnisse

Wie bereits in der Einleitung beschrieben, stellt die Interpretation positiver PCR-
Ergebnisse eine groBe Herausforderung dar. Auch in unserer Studie haben wir
festgestellt, dass der GenoType mit 108 Speziesnachweisen in 71 positiv getesteten
Proben eine grofle Anzahl an Nachweisen lieferte, die wir weder durch den Vergleich
zur Kultur noch durch das zusitzliche Heranziehen der als Vergleichsmethode
dienenden broad-range PCR abschlielend interpretieren konnten.

Dabei ist das bereits erwédhnte und unter 4.7 diskutierte Risiko fiir falsch-positive
Ergebnisse nur ein Aspekt, den es zu beachten gilt. Studien iiber die PCR-basierte
Detektion von Bakterienspezies aus Blutproben nehmen dabei eine Rate von 2/3 an
richtig-positiven und 1/3 an falsch-positiven Ergebnissen an, gemessen an der
Korrelation mit klinischen und mikrobiologischen Daten [104].

Vornehmlich bleibt allerdings die Frage nach der klinischen Relevanz bzw. Pathogenitit
der nachgewiesenen Spezies. Eine Interpretation diesbeziiglich konnte nur durch ein

Studiendesign ermoglicht werden, das Informationen aus klinischer Présentation,
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bildgebenden = Verfahren, = Laboranalysen, = Therapie = und  Therapieerfolg
zusammenfiigt [105]. Dieser interdisziplindre Ansatz zwischen Klinikern und
Mikrobiologen beziiglich der Pathogenitét detektierter Bakterienspezies stellt auch den
entscheidenden Angelpunkt der PCR-basierten Diagnostik im klinischen Alltag dar.
Eine Beurteilung der vielen positiven Ergebnisse ist zurzeit aber auch in
Zusammenschau mit klinischen Zeichen fiir eine Infektion oder Entziindung nicht
immer moglich [106, 107].

Aktuelle mikrobiologische Forschungen zielen deshalb auf Verfahren fiir die Detektion
von Pathogenititsfaktoren ab [59]. Als Beispiele seien hier zwei Reviews aufgefiihrt. So
identifizierten z.B. Gal-Mor et al. in ithrem Review Pathogenitétsinseln als geeignete
Zielsequenzen fiir den Nachweis von Pathogenitétsfaktoren in Bakterienspezies. Als
Pathogenititsinseln werden Genbereiche auf Chromosomen von bakteriellen Erregern
bezeichnet, die flir verschiedene Virulenzfaktoren codieren und bei apathogenen
Verwandten dieser Spezies nicht vorkommen [108]. Bei diesen Virulenzfaktoren
handelt es sich z.B. um direkte Virulenzgene fiir Adhdrenzfaktoren, Invasine oder
Exotoxine, um funktionelle Mobilitdtsgene, wie Integrase, oder um tRNA-Gene, die fiir
die Plasmidiibertragung erforderlich sind [108]. Bonar et al. verfassten einen grof3en
Review iiber die Detektion von Pathogenitétsfaktoren auf der Ebene des Proteoms
anstatt des Genoms [109]. So evaluierten sie zwei unterschiedliche Ansdtze der
Proteomik, bei denen der Nachweis bestimmter Proteine Aussagen iiber die Virulenz
von Staphylococcus-Spezies zulieBle. Sie beleuchteten dabei den Vorteil, dass sich das
Proteom dynamisch verhilt und damit eine Interpretation der aktuellen Pathogenitét der
detektierten Spezies erlaube [109].

Mikrobiologische Verfahren, die diese spezifischen Pathogenitétsfaktoren nachweisen,

stellen mutmaBlich die Zukunft der Diagnostik bakterieller Infektionen dar.

4.3 Sensitivitat und Spezifitat des GenoType

Mit 150 kongruenten Ergebnissen zum Goldstandard Kultur, davon 39 positiven und
111 negativen, weist der GenoType eine Sensitivitdt von 67,2 % und eine Spezifitit von
80,4 % auf.

In aktuellen Studien konnten fiir andere multiplex PCR-Verfahren je nach

Bakterienspezies vergleichbare, aber auch bessere und schlechtere Ergebnisse erzielt
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werden: Wang et al. evaluierten insgesamt fiinf multiplex PCR-Verfahren fiir den
Nachweis von Neisseria meningitidis, Haemophilus influenzae und Streptococcus
pneumoniae bei Patienten mit Verdacht auf bakterielle Meningitis und konnten eine
Sensitivitit zwischen 73,6 % und 96 % und eine Spezifitit zwischen 33,3 % und 99 %
feststellen [110]. In der Studie von Leli et al. konnte fiir die SeptiFast multiplex PCR bei
Patienten mit infektioser Endokarditis eine Sensitivitit von 95 % und eine Spezifitét
von 100 % erreicht werden [111]. Fiir gastrointestinale Pathogene zeigte sich in der
Studie von Reddington et al. eine Sensitivitdt zwischen 90 und 100 % sowie eine
Spezifitit zwischen 91 und 99 % fiir das multiplex PCR-Verfahren Luminex
Gastrointestinal Pathogen Panel [112]. Auf jeweils 95 % Sensitivitdt und Spezifitdt kam
laut einer groBen Ubersichtsarbeit von Chang et al. die multiplex PCR LightCycler
SeptiFast fiir den Nachweis von 25 Bakterienspezies aus Blutproben [113].

An die weit verbreiteten Sensitivitdten und Spezifititen von iiber 90 % konnte der
GenoType in unserer Studie nicht ankniipfen.

Verglichen mit der studieninternen broad-range PCR zeigte sich die Unterlegenheit des
GenoType mit 80,4 % gegeniiber 92,8 % nur bei der Spezifitit.

In Bezug auf die Sensitivitdt von 67,2 % des GenoType gegeniiber 32,8 % der broad-
range PCR lasst sich aber eine wesentlich hohere Aussagekraft beziiglich der positiven

Ergebnisse durch die multiplex PCR des GenoType vermuten (s. Kapitel 4.1).

4.4 Kultur — guter Goldstandard?

Wir konnten in der vorliegenden Studie feststellen, dass der GenoType insgesamt
62 Bakterienspezies mehr detektierte als die Kultur. Es ist anzunehmen, dass nicht alle
zusiétzlichen Speziesnachweise auf falsch-positive Ergebnisse zurlickzufiihren sind. Wie
unter 4.2 geschrieben, nehmen andere Studien eine Rate von 2/3 an richtig-positiven
und 1/3 an falsch-positiven Ergebnissen an.

Eine abschliefende Beurteilung {iber die Richtigkeit und die klinische Bedeutsamkeit
dieser Nachweise konnen wir anhand unseres Studiendesigns nicht treffen. Dennoch
konnten auch andere Studien hinsichtlich des Bakteriennachweises immer wieder eine
Uberlegenheit von PCR-Verfahren gegeniiber dem aktuellen Goldstandard Kultur

feststellen [114-116]. Sachse et al. schlieBen aus ihren Studienergebnissen sogar, dass
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ein Vergleich unmdglich erscheint, da konventionelle Methoden den PCR-Verfahren in
Sensitivitit und Spezifitit unterlegen seien [59].

Eine Uberlegenheit der broad-range PCR gegeniiber der Kultur konnten wir in unserer
Studie allerdings nicht feststellen. Griinde fiir die geringere Sensitivitidt einer
Breitspektrum-PCR gegeniiber einer multiplex PCR mit deutlich schmalerem Spektrum

an nachweisbaren Bakterienspezies sind in Kapitel 4.1 dargestellt.

4.5 Resistenzbestimmung

Mit sechs nicht plausiblen von insgesamt 17 Resistenznachweisen weist der GenoType
in unserer Studie eine hohe Rate (35,3 %) an intrinsischem Fehlerpotential auf. Als
einzig  plausible  Ursache fiir  dieses  Ergebnis erscheint uns die
Kontaminationsanfalligkeit des GenoType-Verfahrens, die in Kapitel 4.7 diskutiert
wird.

Von den elf plausiblen Resistenznachweisen konnten lediglich acht tatsdchlich
ausgewertet werden (s. Kapitel 3.2), sodass eine abschlieBende Evaluation des
Resistenznachweises mithilfe des GenoType-Verfahrens durch die vorliegende Studie
nicht erfolgen kann. Hierzu bediirfte es eines anderen Studiendesigns, z.B. mit

ausschlieBlicher Einbeziehung von Staphylokokken- und Enterokokkennachweisen.

4.6 Erregerspektrum

Der GenoType umfasst ein Spektrum von 16 Bakterienspezies, davon sechs Gram-
positive und acht Gram-negative (s. Kapitel 2.4.1.2.3). Urspriinglich wurde der
GenoType konzipiert fiir den Bakteriennachweis aus positiven Blutkulturen, um die
Spezifitidt der konventionellen Sepsis-Diagnostik zu verbessern. Wir konnten in der
vorliegenden Studie jedoch zeigen, dass der GenoType eine niitzliche zusitzliche
Untersuchung zum Goldstandard Kultur im Hinblick auf die in der Einleitung
genannten Krankheitsbilder darstellen konnte. Zwar detektierten Kultur und broad-
range PCR jeweils in zehn Féllen Spezies, die nicht im Spektrum des GenoTypes
enthalten sind, aber es wird ersichtlich, dass das Spektrum des GenoType oftmals die

héufigsten bakteriellen Erreger der oben genannten Krankheiten abdeckt.
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So ist der GenoType nahezu uneingeschrinkt geeignet fiir das Erregerspektrum der
septischen Arthritis (ca. 90 %ige Abdeckung), der spontanen bakteriellen Peritonitis
(ca. 98 %) und der akuten Pankreatitis (nahezu 100 %).

Etwas schlechter geeignet zeigt sich der GenoType mit ca. 60 %iger Abdeckung fiir den
Nachweis der hdufigsten Erreger der ambulant und auch der nosokomial erworbenen
Pleuritis sowie der akuten postoperativen Mediastinitis und der infektidsen
Endokarditis.

Bei einem Krankheitsbild beinhaltet der GenoType die wenigsten relevanten Erreger:

So kann der GenoType mit Streptococcus pneumoniae nur einen der fiinf haufigsten

Erreger der bakteriellen Meningitis detektieren.

Ein absolutes Defizit des GenoType gegeniiber der Kultur und der broad-range PCR
besteht dahingehend, dass das Spektrum keine Pilzspezies beinhaltet. Dies zeigte sich

fir die oben beschriebenen Krankheiten aber als eher irrelevant.

4.7 Kontaminationsanfalligkeit

Ein in dieser Studie aufgetauchtes Problem des GenoType-Verfahrens ist die auch fiir
andere PCR-Verfahren beschriebene Kontaminationsanfalligkeit.

Zur Risikominimierung wurden die Arbeitsschritte des GenoType-Protokolls strikt
getrennt: die DNA-Aufreinigung, das Ansetzen des Master-Mix, die Zugabe der
isolierten DNA zum aliquotierten Master-Mix und die anschlieBende Hybridisierung
wurden in vier unterschiedlichen Raumen durchgefiihrt. Trotzdem mussten einige
Proben erneut getestet werden, da vor allem der Hybridisierungsschritt eine erhdhte
Kontaminationsgefahr barg. Dabei wurden die amplifizierten DNA-Proben jeweils in
zwoOlf Kavititen einer einzelnen Wanne gegeben; Hybridisierungspuffer und andere
Reagenzien wurden nach Arbeitsanweisung zunéchst mithilfe einer Vakuumpumpe
abpipettiert, in weiteren Schritten aber auch ausgekippt und auf saugfihigem Papier
abgetupft. Hier mussten einige Proben erneut der Hybridisierung unterzogen werden, da
eine carry-over Kontamination nicht immer ausgeschlossen werden konnte.

Eine deutliche Senkung der Kontaminationsanfilligkeit konnte in Studien fiir
automatisierte Aufreinigungs- und PCR-Systeme gezeigt werden [117]. Aber auch hier

ist die Gefahr fiir falsch-positive Ergebnisse weiterhin gegeben [118], vor allem wegen
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der hohen Sensitivitit von PCR-basierten Verfahren verbunden mit der exponentiellen
Amplifikation von auch minimalen DNA-Riickstinden [118, 119]. Durch die in der
vorliegenden Studie verwendete Drei-Raum-Ldsung konnte letztere

Kontaminationsanfalligkeit nahezu ausgeschlossen werden.

4.8 Praktikabilitat

Die einzelnen Arbeitsschritte des GenoType-Verfahrens sind klar beschrieben und
durch eine eingearbeitete Kraft einfach durchzufiihren. Allerdings ist vor allem die
DNA-Aufreinigung mittels GenoType BacExtract ein sehr aufwendiges und
zeitintensives Verfahren.

Mogliche Fehlerquellen tun sich auch bei der Hybridisierung und Detektion mittels
GenoType Bac-IDent auf. Bei der Hybridisierung konnte eine Kontamination
benachbarter Kavitdten durch Amplifikate angrenzender Kavitdten nicht immer
verhindert werden (s. Kapitel 4.9), sodass einige Hybridisierungen wiederholt
durchgefiihrt werden mussten.

Bei der Detektion zeigten sich mitunter Schwierigkeiten bei der Auswertung der
Membranstreifen. Laut Protokoll konnte eine Bande dann als positiv gewertet, wenn
ihre Intensitdt etwa gleich stark oder stirker war als die der Amplifikationskontrolle.
Dies barg zwei Probleme: erstens handelt es sich hierbei um eine relative Referenz,
weshalb die Einschdtzung zwangsldufig subjektiv war, dariiber hinaus war die Bande
der Amplifikationskontrolle stellenweise fiir gesamte PCR-Léufe sehr schwach

ausgeprigt, sodass eine Interpretation der Streifen erschwert wurde.

4.9 Zeitaufwand

Die Zeit von Probeneingang bis zum endgiiltigen Ergebnis betrdgt bei manueller
Durchfiihrung der einzelnen GenoType-Schritte laut Protokoll ca. sechs Stunden. In
unserer Studie konnten wir feststellen, dass auch bei reibungslosem und routiniertem
Ablauf mindestens sieben bis acht Stunden bis zum endgiiltigen Ergebnis verstreichen.
Damit ist der GenoType dem Goldstandard Kultur deutlich iiberlegen, bei dem es

mindestens 24 bis zu 72 Stunden dauert, bis ein endgiiltiges Ergebnis vorliegt. Die
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16S/18S broad-range PCR zeigt zwar unmittelbar positive Proben an und auch die
vorherige DNA-Aufreinigung spart durch das automatisierte EZ1-Programm Zeit
gegeniiber der manuellen DNA-Aufreinigung mit GenoType BacExtract, die
anschlieende Sequenzierung dauert aber auch in der Routinediagnostik mehrere
Stunden bis zu einen Tag, je nach Probenverarbeitung im BMFZ.

Mit sechs bis acht Stunden von Probeneingang bis zur Identifikation einer Spezies liegt
der GenoType innerhalb der Zeitspanne von einigen Stunden, die in vielen Studien fiir
vergleichbare molekulargenetische Tests angegeben wird [120]. In einem grofBen
Review von Bauer et al. werden fiir die 24 dort aufgefiihrten Tests teils deutlich kiirzere
Zeitspannen zwischen 0,3 Stunden und sechs Stunden angegeben [121]. Trotzdem
befindet sich die Detektionszeit des GenoType im Gegensatz zu der des Goldstandards

innerhalb des Zeitraumes von sechs bis 24 Stunden, der bei schwerwiegend erkrankten
Patienten als kritische Phase fiir die Einleitung einer gezielten antimikrobiellen
Therapie angesehen wird [120]. Die schnelle Detektion mittels GenoType konnte damit
auch einen wesentlichen Beitrag zur Reduktion von Krankenhausaufenthaltsdauer,

Mortalitét, unnotiger Isolation, Resistenzbildung und Kosten fiir das Gesundheitssystem
leisten [121].

4.10 Schlussfolgerungen

Das GenoType-Verfahren wurde urspriinglich fiir den Bakteriennachweis aus
Blutkulturen konzipiert. Die vorliegenden Ergebnisse unserer Untersuchungen zeigen,
dass der bakterielle Erregernachweis aus anderen, zuvor nicht kulturell angeziichteten
Korpermaterialien nicht so zuverldssig gelingt. Zwar konnten eine Vielzahl an
Bakteriennachweisen durch den GenoType verzeichnet werden, 40 % davon wurden
jedoch als falsch-positiv gewertet, was im Ergebnis zu einer geringen Sensitivitdt von
67,2 % fiihrte. In der Diskussion konnte dargelegt werden, dass vor allem die
Kontaminationsanfalligkeit des GenoType-Verfahrens potentiell einen Grofteil dieser
falsch-positiven Ergebnisse verursacht hat. Dennoch ist anzunehmen, dass in der
vorliegenden Studie - wie im Review von Klouche et al. beschrieben (vgl. Kapitel 4.2) -
einige dieser zur Kultur diskrepanten Bakteriennachweise auch als Uberlegenheit eines
PCR-basierten Verfahrens betrachtet werden konnten: der Bakteriennachweis gelingt
unabhingig von prdanalytischer Antibiotikatherapie und ungeachtet der Vitalitit der

Bakterien. Setzt man also etwa ein Drittel richtig-positiver Bakteriennachweise voraus,
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Diskussion

beliefe sich die Sensitivitdt dennoch nur auf ca. 72 %. Auch die Spezifitit reicht mit

80,4 % nicht an die Werte von PCR-basierten Verfahren in anderen Studien heran.

Eine verldssliche Evaluation des Resistenznachweises des GenoType-Verfahrens
konnten wir aufgrund der geringen Anzahl an Resistenzgennachweisen nicht
vornehmen. Mit sechs von 17 nicht plausiblen Ergebnissen deutet sich allerdings in der
vorliegenden Studie ein hohes intrinsisches Fehlerpotential dieses Teils der GenoType

multiplex PCR an, deren abschlieBende Beurteilung anderer Studiendesigns bediirfte.

So scheinen die gut evaluierten Bereiche des GenoType-Verfahrens in den Hintergrund
zu ricken. Denn nur mit einer deutlich besseren Aussagekraft des Endergebnisses
konnten die kurze Durchfiihrungszeit von sieben bis acht Stunden und das meist gut auf
die entscheidenden Krankheitserreger abgestimmte Spektrum des Verfahrens einen
Beitrag zur schnelleren Therapieeinleitung und damit zum besseren outcome der

Patienten leisten.
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