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Zusammenfassung

Hintergrund: Die infektiose Endokarditis (IE) ist eine seltene, aber potentiell
lebensbedrohliche Erkrankung und weist trotz des beachtlichen Fortschrittes hinsichtlich
der Diagnostik und Therapie in den letzten Jahrzehnten eine 1-Jahres-Mortalitdt von etwa
30% auf. Um den Patientlnnen eine addquate und gezielte Therapie zu gewihrleisten, ist
der Nachweis der verursachenden Erreger von groffter Bedeutung. Konventionelle
mikrobiologische Diagnostikmethoden wie Blutkulturen bleiben jedoch in bis zu 31% der
IE-Fille negativ. Ziel dieser Diplomarbeit war esdie 16S rRNA Sequenzierung als
kulturunabhingige Methode mit konventionellen Diagnostikmethoden der IE beziiglich des

Erregernachweises zu vergleichen.

Methoden: Es wurde eine retrospektive Datenanalyse von 21 PatientInnen durchgefiihrt.
Alle Patientlnnen wurden im Zeitraum von April 2009 bis November 2014 auf der
Klinischen Abteilung fiir Herzchirurgie des Universitdtsklinikums Graz einer
Herzklappenoperation unterzogen. Das entnommene Herzklappengewebe wurde fiir den
Erregernachweis mittels 16S rRNA Sequenzierung verwendet. Die Ergebnisse der 16S
rRNA  Sequenzierung wurden mit den FErgebnissen der konventionellen

Diagnostikmethoden (Blutkultur, Klappenkultur, Serologie, Histologie) der IE verglichen.

Ergebnisse: In 13 von 21 Fillen (61,9%) stimmte die 16S rRNA Sequenzierung in der
Erregeridentifizierung mit den anderen Diagnostikmethoden iiberein. In 9 von diesen 13
Féllen konnte die Diagnose einer IE gesichert und ein Erreger identifiziert werden. 4 der
13 tbereinstimmenden Fille erwiesen sich als Negativkontrolle und die Diagnose der 1E
wurde verworfen. In einem von 21 Fillen (4,8%) konnte der Erreger ausschlieBlich mit
16S rRNA identifiziert werden. 6 der 21 Fille (28,6%) wurden im Rahmen der
retrospektiven Datenanalyse aus unterschiedlichen Griinden als unklar eingestuft. In einem

von 21 Fillen (4,8%) versagte die 16S rRNA in der Erregeridentifizierung.

Conclusio: Vor allem im Zusammenhang mit kulturnegativen IE-Féllen aufgrund von
anspruchsvollen Mikroorganismen, welche sich mit konventionellen Methoden schwer
oder gar nicht kultivieren lassen, zeigte sich die 16S rRNA Sequenzierung als eine
niitzliche Methode fiir den Erregernachweis. Die 16S rRNA sollte als ergdnzende Methode
in die Diagnostik der IE aufgenommen werden, kann aber konventionelle

Diagnostikmethoden (Blutkulturen, Klappenkulturen, Serologie, Histologie) nicht ersetzen.



Abstract

Background: Infective endocarditis (IE) is a rare but potentially life-threatening disease
which despite of the considerable improvement in the past decades regarding to the
diagnostics and therapy shows a 1-year-mortality of about 30%. The detection of the
causative microorganism is crucial to ensure an appropriate and targeted therapy.
Conventional microbiological diagnostic methods like bloodcultures remain negative in up
to31% of IE-cases. The aim of this thesis was to compare 16S rRNAsequencing as a
culture-independent method with conventional diagnostic methods of IE with respect to the

detection of the causative microorganism.

Methods: A retrospective analysis of data from 21 patients was performed. All patients
underwent a heart valve operation in the Clinical Division for Cardiac Surgery of the
Medical University of Graz between April 2009 and November 2014. The removed heart
valve tissue was used for the detection of the pathogen using 16S rRNA sequencing. The
results from 16S rRNA sequencing were compared with those from conventional
diagnostic methods of IE (blood culture, valve culture, serologic tests, histologic

examination of the valve tissue).

Results: In 13 of 21 cases (61,9%) the results from 16S rRNA sequencing were in line
with the results from the other diagnostic methods with regards to the detection of the
causative agent. In 9 of these 13 cases the diagnosis IE was confirmed and the causative
pathogen was identified clearly. In 4 of the 13 consistent cases IE was rejected, thus they
served as negative controls. In one of the 21 cases (4,8%) the causative agent could be
identified only by 16S rRNA. 6 of the 21 (28,6%) cases were classified "unclear" for
different reasons. In one of the 21 cases (4,8%) the 16S rRNA failed to identify the

causative agent.

Conclusion: Especially in culture-negative IE-cases due to fastidious bacteria 16S rRNA
sequencing turned out to be a useful method in the detection of the causative agent. This
culture-independent molecular technique should be included as an additional method in the
diagnostics of IE, however, it cannot replace conventional methods (bloodcultures, tissue

culture, serology, histology).



Einleitung

1.1 Infektiose Endokarditis

1.1.1 Allgemeines

Die IE wurde vor mehr als hundert Jahren von Sir William Osler systematisch
beschrieben und gilt auch heute noch als eine schwerwiegende und potentiell
todliche Erkrankung mit einer Letalitidt von 20-30% (1,2). Sie ist vergesellschaftet
mit einem verldngerten Krankenhausaufenthalt, beeintrichtigt die Lebensqualitit
und bendtigt nicht selten einen operativen Eingriff als therapeutische Maflnahme
(3,4). Bei diesem Krankheitsbild kommt es zu einer mikrobiellen (meist
bakteriellen) Infektion des Endokards mit bevorzugter Besiedelung der
(linksventrikuldren) Herzklappen, wenn auch jede andere Stelle des Endokards
betroffen sein kann (5).

Die IE ist keine einheitliche Erkrankung und kann sich in verschiedenen Formen
prasentieren. Von der akuten, foudroyantverlaufenden Form mit rascher Zerstorung
kardialer Strukturen und hdmatogener Aussaat bis hin zur subakuten, schleichend
verlaufenden Endokarditis (6,7). Trotz des beachtlichen medizinischen Fortschrittes
hinsichtlich Diagnostik und Therapie in den letzten 30 Jahren, haben sich die
Zahlen, bezogen auf die Mortalitit nicht wesentlich verdndert. Die 1-Jahres-
Mortalitét betrdgt heute etwa 30% (8). Verschiedene Studien haben gezeigt, dass
die Mortalitdt im Krankenhaus niedriger war als die 1-Jahres Mortalitdt (9—11). Die
Hohe der Mortalitit ist abhingig von den Risikofaktoren der Patientlnnen, den
auslosenden Erregern, den Komplikationen der IE und den diagnostischen
Ergebnissen wie zum Beispiel dem echokardiographischen Befund (12).

Die Erkrankung zeigt eine Anderung des epidemiologischen Profils (vor allem in
der westlichen Welt) bezogenauf das Patientenkollektiv, diezugrundeliegenden
Mikroorganismen und die pridisponierenden Faktoren.Wéhrend frither junge
Menschen mit rtheumatisch bedingten Herzerkrankungen betroffen waren, sind es
heute vor allem éltere Patientlnnen, PatientInnen mit intrakardialen Fremdkorpern
wie zum Beispiel kiinstlichen Herzklappen oder Schrittmachern und degenerativen

Herzerkrankungen. Weitere Risikofaktoren sind intravendser Drogenmissbrauch
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und die Zunahme invasiver Eingriffe an Patientlnnen (=behandlungsassoziierte
Infektionen) (3,7,8). Hinzu kommen Anderungen im Erregerprofil durch Zunahme
der Staphylokokkeninfektionen (13,14).

Wegen der Variabilitdit und Inhomogenitidt der klinischen Prdsentation und des
Verlaufs der IEsollte diese Erkrankung moglichst interdisziplindr durch ein
gemeinsames Vorgehen von Kardiologlnnen, Herzchirurglnnen, Mikrobiologlnnen
und Infektiologlnnen, wie auch in Zusammenarbeit mit anderen Fachdisziplinen

(Neurologie, Pathologie, Radiologie) behandelt werden (1).

1.1.2  Pathophysiologie und Pathogenese

Das gesunde Endothel des Herzens ist dadurch gekennzeichnet, dass es gegeniiber
den meisten bakteriellen Infektionen und Kolonisationen unempfindlich ist und eine
Thromboresistenz aufweist. Thromboresistenz bedeutet, dass es unter normalen
Umstidnden durch stromendes Blut zu keiner wesentlichen Aktivierung des
Gerinnungssystems und der Thrombozyten kommt. Dafiir verantwortlich sind die
antithrombotischen Eigenschaften eines intakten Endothels. Ein solches intaktes
Endothel stellt somit sicher, dass unter physiologischen Bedingungen keine
wesentliche Gerinnselbildung stattfindet. Wird aber dagegen das Endothel
geschidigt, beispielsweise an Stellen mit einer hohen Blutflussgeschwindigkeit oder
auch an Stellen mit niedrigem Druck in unmittelbarer Nihe zu strukturellen
Herzdefekten, kann es durch den dortigen, turbulenten Blutfluss direkt zu einer
Infektion durch Pathogene kommen, oder vorerst einmal zur Bildung eines sterilen
Thrombus aus Fibrin und Thrombozyten. Letzteres wird dann als nicht bakterielle
thrombotische Endokarditis bezeichnet (NBTE) (7,15). Ein solcher steriler Thrombus
entstehtim Rahmen einer mechanischen Endothelschddigung und ist Teil eines
normalen Heilungsprozesses, begiinstigt jedoch auch das Anheften von Bakterien
wihrend einer transienten Bakteridmie. Dabei kommt es im Bereich der
Endothelschddigung zur Prdsentation von extrazelluldiren Matrixproteinen,
Produktion von TissueFactor und Ablagerung von Fibrin und Thrombozyten.
Héaufige Ausloser einer NBTE und einer Endothelschidigung sind Mitral- und
Aortenklappeninsuffizienz, Aortenstenose, Ventrikelseptumdefekt und komplexe

angeborene Vitien. Ursachen fiir diese genannten Anomalien sind rheumatische



Herzerkrankungen (hdufiger in Entwicklungsléndern zu finden- mit abnehmender
Tendenz in den Industriestaaten), Entziindungen, minimal invasive
Eingriffe,Mitralklappenprolaps und degenerative Herzerkrankungen, wie zum
Bespiel Arteriosklerose. Oft beginnt eine bakterielle Endokarditis auch auf
implantierten Gerdten (ICD, Herzschrittmacher), Herzklappenprothesenoder
sonstigen Implantations- und Nahtstellen am Herzen. So kann gesagt werden, dass
eine infektiose Endokarditis meistens an geschéddigten Herzklappen auftritt. Ist
jedoch die Resistenz eines Individuums stark herabgesetzt (beistark konsumierenden
Erkrankungen, Alkoholismus, Marasmus etc.), konnen auch nicht vorgeschédigte
Herzklappen und das murale Endokard betroffen sein. Der Krankheitsprozess wird
einerseits durch die Virulenz des Erregers und andererseits durch die Resistenz des
Organismus bestimmt (7,16,17).

Damit nun eine IE entstehen kann, miissen Erreger liber Schleimhdute, Haut oder
lokale Infektionen in die Blutbahn gelangen und im Rahmen einer transienten
Bakteridmie an thrombotischem Material (NBTE) adhérieren. Eine Ausnahme bilden
sehr virulente Erreger, wie Staphylococcus aureus, welche direkt an intaktem
Endothelgewebe ohne vorausgegangene Herzklappenschddigung anhaften konnen
(18,19). Dort beginnen die Erreger, falls sie die bakterizide Aktivitdt des Serums und
die antimikrobiellen Peptide der Thrombozyten {iiberleben, zu proliferieren und
induzieren einen lokalen prokoagulatorischen Zustand. Fibrinablagerungen
verbinden sich mit Thrombozytenaggregaten und bilden Vegetationen. Die Adhésion
der Erreger wird durch Adhésionsmolekiile, Fibronectin-bindende Proteine (auf
grampositiven Bakterien) (20), den ClumpingFactor (auf S.aureus) sowie Glukane
und FimA (auf Streptokokken) unterstiitzt. Um die angehefteten Bakterien herum
bildet sich ein Schutzfilm aus Fibrin und Thrombozyten. So konnen sich die Erreger
der korpereigenen Immunantwort entziehen und proliferieren zu dichten
Mikrokolonien. Jene Bakterien, welche sich in der Tiefe der Vegetation befinden,
sind metabolisch inaktiv und somit gegeniiber einer Antibiotikatherapie weitgehend
resistent. Erreger an der Oberfliche der Vegetation proliferieren und werden
kontinuierlich ins vorbeistromende Blut freigesetzt (7).

Als Folgeerscheinung einer IE kann es zur Embolisierung durch Fragmente von
Vegetationen kommen, welche zur Infektion oder Infarzierung entfernter
Gewebsregionen fithren. Dariiber hinaus kann es zur hdmatogenen Streuung der

Erreger wihrend Bakteridmien, sowie zur Zerstérung und Schadigung des Gewebes

8



durch Ablagerung von Immunkomplexen (bei Verschleppung bakterieller Antigene)

kommen (7).

Transiente Bakteriimie

Damit eine IE itiberhaupt entstehen kann, sind die Anwesenheit von Erregern im Blut
(Bakteridmie) und Endokardanomalien mit Verlust der Thromboresistenz notwendig.
Ausgangspunkte flir Bakteridmien sind oft die dicht besiedelte Mundschleimhaut
(besonders am Zahnfleisch). Weitere Eintrittspforten fiir Erreger sind Hautdefekte
und Entziindungsprozesse im Darmtrakt und Urogenitalsystem. Zunehmende
Bedeutung kommt jenen Bakteridimien zu, welche durch diagnostische oder
therapeutische Interventionen hervorgerufen werden (5). Risikofaktoren fiir die
Entstehung nosokomialer Bakteridmien sind zentrale Venenkatheter, arterielle
Katheter und implantierbare Gerdte wie Herzschrittmacher. Intravendser
Drogenabusus ist ebenfalls ein Risikofaktor fiir die Entwicklung einer Bakteriimie
(21-23).

Wie bereits erwdhnt kann es durch invasive Prozeduren zur Entstehung von
transienten Bakteridamien kommen. Die Rolle einer transienten Bakteridmie wurde in
Studien mit Ratten, bei denen es zu einer katheterinduzierten NBTE und zur
Ausbildung von Vegetationen an der Aortenklappe kam, untersucht. Jene Tiere mit
Zahnfleischentziindung und Manipulation im Bereich der Zdhne entwickelten 6fter
eine IE (24,25). Ob es nun im Rahmen solcher invasiven Eingriffe zum Ausbruch
einer IE kommt, hidngt vom Ausmal3 und von der Dauer der Bakteridmie, von den
Risikofaktoren (vorgeschidigte Herzklappe etc.) des betroffenen Individuums und
von der Adhérenzfahigkeit des Erregers ab. Transiente Bakteridmien entstehen aber
nicht nur bei invasiven Prozeduren (zahnérztliche, urologische, gynédkologische und
andere Eingriffe und Behandlungen), sondern auch im Alltag beim Abtrocknen mit
Handtiichern, Zdhneputzen, und Kauen. Solche spontanen Bakteridmien sind meist
von geringem Ausmal (1-100 colony-formingunits/ml Blut) und von kurzer Dauer
(weniger als 10 Minuten (18)). Eine gute Mundhygiene ist eine wichtige
Praventionsmafinahme (18).

Obwohl transiente Bakteridmien hédufig auftreten, ist die Inzidenz der IE niedrig. Das
heiflt, dass die Elimination der Erreger aus dem Blut effektiv ist. Sind jedoch die

passenden  Risikofaktoren = (Herzklappenverinderungen, = Immunsuppression)



vorhanden, kann eine solche transiente Bakteridmie der erste Schritt in Richtung der

Entstehung einer IE sein (26-29).

1.1.3  Epidemiologie

Mit einer Inzidenz von 2-11 Episoden pro 100.000 Personenjahre ist die IE eine
seltene Erkrankung. Es zeigt sich ein Anstieg der Inzidenzrate mit zunechmendem
Alter (iiber 50 Jahre), wobei die hochsten Inzidenzraten mit 14,5 Episoden pro
100.000 Personenjahre zwischen dem 70. und 80. Lebensjahrberichtet werden (9).
Die Geschlechterverteilung betreffend, sind laut den meisten epidemiologischen
Studien Minner héufiger betroffen als Frauen (3:9= 2:1) (9,13,16,18,28,30-32).
Eine weitere Studie, welche Daten vonPatientInnen iiber 30 Jahre sammelte, hat
einen deutlichen Anstieg der Inzidenz bei Frauen gezeigt, wahrend die Inzidenz bei

Mainnern relativ stabil geblieben ist (33).

IE im Kindesalter ist selten und findet sich haufiger bei Kindern mit angeborenen
Herzfehlern, wie Fallot'sche Tetralogie und Pulmonalarterienatresie, und
intrakardialen Fremdkdrpern. Ein Geburtsalter unter 37 Schwangerschaftswochen ist
ebenfalls ein Risikofaktor fiir die Entwicklung einer IE bei Neugeborenen. Als

haufigste Erreger erwies sich S.aureus (34,35).

In den westlichen Industriestaaten waren die epidemiologischen Eigenschaften der
IE in den letzten Jahrzehnten kontinuierlichen Verdnderungen unterworfen.Man
beobachtet eine Verlagerung der pradisponierenden Faktorenvon den rheumatisch
bedingten Herzerkrankungen hin zu degenerativen Herzklappenschidigungen,
intrakardialen Fremdkorpern, Malignomen, Diabetes mellitus, nosokomialen
Infektionen(healthcare-associated IE) und intravenésem Drogengebrauch. 10-30%
der Endokarditiden betreffen Herzklappenprothesen (7,36). Ein systematischer
Riickblick iiber bevdlkerungsreprisentative Studien beziiglich IE zeigte eine
Abnahme der IE-Patientenzahl mit rheumatisch bedingten Herzerkrankungen und
eine Zunahme der IE-Patienten, welche einer Herzklappenoperation unterzogen

wurden. Untersucht und verglichen wurden 15 Studien mit 2.371 IE Féllen aus 7
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Liandern von 1969 bis 2000 (37). Dieser Trend wird in den Industriestaaten
beobachtet. In Entwicklungslindern und weniger industrialisierten Staaten sind
rheumatische Herzerkrankungen noch immer die vorherrschende Ursache einer IE.
Diese Tatsache ist wahrscheinlich durch die Kombination aus dem Mangel an
medizinischen Ressourcen und fehlender Infrastruktur einerseits und politischer,
O6konomischer und sozialer Instabilitdt, Armut, erhohter Bevolkerungsdichte und
Mangelerndhrung andererseits bedingt (38,39).

Friher war die IE eine Erkrankung junger Menschen mit meist rheumatisch
bedingten Herzklappenverdnderungen, wéhrend sie heute eine Erkrankung é&lterer
Menschen ist. In einer groBBen, multizentrischen Studie aus dem Jahr 2009 mit 2781
Patientenmit definitiver IE, betrug das mittlere Alter 57.9 Jahre (40). Eine andere
Studie aus dem Jahr 2006 mit 193 Patienten zeigte ein mittleres Alter von 67 Jahren

(41).

Healthcare-associated Endokarditiden werden am héufigsten durch S.aureus
verursacht. Wihrend die hiufigsten Erreger der community-acquired IE noch immer
Streptokokken der Viridans-Gruppe sind (beide bezogen auf IE nativer Herzklappen
bei Patienten ohne intravendsem Drogengengebrauch in der Geschichte) (42,43).

Unter einer healthcare-associated IE versteht mandas Auftreten von Symptomen
einer IE nach 48h nach Aufnahme in ein Krankenhaus, oder eine IE, welche mit
einem invasiven Fingriff (intravendse Therapie, = Venenverweilkatheter,
Héamodialyse, invasive Eingriffe in Ambulatorien etc.) in den letzten 6 Monaten vor
Diagnosestellung einhergeht (44,45). Eine communtiy-acquired IE ist definiert durch
das Auftreten von Symptomen einer IE, welche zum Zeitpunkt der Aufnahme in ein
Krankenhaus oder unter 48h nach Krankenhausaufenthalt auftreten und nicht die

Kriterien einer healthcare-associated IE erfiillen (44).

Die IE betrifft bevorzugt die linksventrikuldren Herzklappen. Eine Erkldrung dafiir
findet sich darin, dass im linken Herzen hohere Driicke herrschen und dadurch
leichter Turbulenzen im Blutfluss entstehen, welche eine Thrombusbildung
begiinstigen. Dariiber hinaus ist das linke Herz dadurch gekennzeichnet, dass das
Blut sauerstoffreicher ist und das Wachstum der meisten Erreger dadurch erleichtert
wird (46). In einer prospektiven Studie mit 2781 Patientenmit definitiver IE wird

berichtet, dass die Mitralklappe mit 41,1 % die am héufigsten befallene Herzklappe
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ist, gefolgt von der Aortenklappe mit einem Anteil von 37,6 %. Die Pulmonalklappe
ist mit 1 % die am seltensten betroffene Herzklappe und die Trikuspidalklappe hat
einen prozentuellen Anteil von 12% (40,47).

Eine rechtsventrikuldre IE findet sich etwa in 5-10 % der Félle (48). PatientInnen mit
dem Risikoverhalten des intravendsen Drogengebrauchs sind am héufigsten
gefdhrdet eine Rechtsherzendokarditis infektioser Genese zu entwickeln. Dabei ist

die Trikuspidalklappe am héufigsten befallen (46,47).

Bezogen auf den Verlauf der IE, kann dieseeingeteilt werden in (49):

a) Akute Endokarditis: Diese Form entsteht im Rahmen einer Bakteridmie mit
Mikroorganismen hoher Virulenz und weist meist einen dramatischen Verlauf auf.

b) Endocarditisulcerosa: Hier kann es zu ausgeprigten Schidigungen auch an
intakten Herzklappen kommen.

¢) Subakute Endokarditis (= Endodcarditislenta): Diese Form entsteht meist an
vorgeschédigten oder prothetischen Herzklappen durch Erreger niedriger Virulenz
und macht sich durch einen schleichenden, schubweisen Verlauf (> sechs Wochen)

bemerkbar.

Wichtig fiir den klinischen Verlauf und somit fiir eine klinisch relevante
Klassifikation sind Lokalisation, Aktivitéitsstatus, Akquisition, Beteiligung von
Fremdmaterial und der zugrunde liegende Erreger (1). Fiir den zeitlichen Verlauf der
Erkrankung ist in den meisten Féllen die Art des Erregers von entscheidender
Bedeutung. Erreger wie B-hdmolysierende Streptokokken, S. aureus und
Pneumokokken sind mit einem akuten Verlauf assoziiert. Fiir einen schleichenden
(subakuten) Verlauf sind Streptokokken der Viridans-Gruppe und HACEK-Keime
(Haemophilus Spezies., Aggregatibacter Spezies, Cardiobacterium hominis,
Eikenella Spezies, und Kingella Spezies) verantwortlich. Letztendlich gibt es aber
auch Erreger wie Enterokokken und Koagulase-negative Staphylokokken (KNS),
welche mit beiden Formen vergesellschaftet sind. Exotischere Keime, wie Bartonella
Spezies und Coxiella burnetii sind durch einen auBerordentlich schleichenden

Verlauf gekennzeichnet (7,16).
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Eine weitere Klassifizierung der IE findet sich in der folgendenTabelle, basierend auf

den Guidelines der European Society ofCardiology (ESC) 2009.

Tabelle 1: Klassifikation der infektiosen Endokarditis laut den ESC-Guidelines (aus
)

e IE abhéngig von der Lokalisation und dem Vorhandensein von Kunstklappen

- Linksseitig Naturklappen IE
- Linksseitige Kunstklappen IE (KKE)
- Frithe KKE: < 1 Jahr nach der Klappenoperation
- Spéte KKE: > 1 Jahr nach der Klappenoperation
- Rechtsseitig IE
- Fremdmaterial-assoziierte IE (Schrittmacher, Kardioverter-Defibrillator)

e IE abhéngig von Art der Akquisition

- Health-careassociated IE
- Community-acquired IE

- Intravenousdrugabuse-associated IE:  IE bei intravends Drogenabhingigen ohne alternative
Quelle der Infektion

e Aktive IE (einer der folgenden Punkte muss erfiillt sein)

- IE mit persistierenden Fieber und positiven Blutkulturen

- Morphologische Zeichen einer aktiven Entziindung im Rahmen einer Operation
- Laufende antibiotische Therapie

- Histopathologischer Nachweis einer aktiven IE

e Wiederholte IE

- Rezidiv: Wiederholte Episoden einer IE verursacht durch den
selben Keim < 6 Monate nach der Erstinfektion
- Re-Infektion: Infektion mit einem anderen Mikroorganismus oder

wiederholte Episoden einer IE verursacht durch den
selben Keim > 6 Monate nach der Erstinfektion

Abkiirzungen:IE= infektiose Endokarditis

1.1.4  Klinik / Symptomatik

Die klinischen Erscheinungen und Symptome der IE sind, wie die das gesamte
Krankheitsbild, heterogen und umfassen das gesamte Spektrum akuter und subakuter
Verlaufsformen. Présentieren kann sich die IE als akute, schnell fortschreitende
Infektion oder als subakute oder chronische Erkrankung mit niedrigem Fieber und
unspezifischen Symptomen. Damit es zu einer schnellen Diagnosestellung kommt,

sollte frithzeitig ein(e) Kardiologe/ Kardiologin und ein(e)

13



Infektiologe/Infektiologinherangezogen werden, da viele andere Erkrankungen als
Ursache der Symptome in Frage kommen konnten  (chronische

Infektionen,Malignome, Autoimmunerkrankungen etc.).

Bei der Mehrheit der Betroffenenfinden sich lang anhaltende, sonst nicht erklérbare
Temperaturanstiege, wobei das Fieber beidlteren und stark geschwichten
(immunsupprimierten) Patientlnnen geringer ausfallen oder sogar fehlen kann. Meist
findet sich bei der akuten Form der IE eine Korpertemperatur zwischen 39,4° und
40°C (7). Weitere Symptome sind Schiittelfrost, Abgeschlagenheit, Arthralgien,
Riickenschmerzen, Appetitlosigkeit, Gewichtsverlust, néchtliche Schweilausbriiche
und Tachykardien (6,7,17,47,50,51). Entwickelt ein(e) Patient/-in eine Sepsis
unklarer Genese, sollte an die Mdoglichkeit des Vorliegens einer IE gedacht werden.
Vor allem dann, wenn zusitzliche Risikofaktoren vorliegen. Eine Sepsis kann sich
unterschiedlich manifestieren, angefangen von generellem Unwohlsein bis hin zum
septischen Schock, und ist von der Virulenz des Erregers, dem Immunstatus und den

Risikofaktoren des betroffenen Individuums abhéngig (52,53).

Bei 85% der Patientlnnen findet sich im Rahmen der IE im fortgeschrittenen
Stadiumein Herzgerdusch. Entweder tritt dieses durch die Verdnderung der
Herzklappen unter der Infektion neu auf oder aber es kommt zu einer Anderung des
Auskultationsbefundes bei vorbestehender Herzerkrankung (= Entwicklung oder
Verstarkung einer Klappeninsuffizienz). In einer groBen prospektiven Studie mit
2781 PatientInnen trat in 48% der Fille ein neues Herzgerdusch auf und in 20% der
Fille kam es zu einer Verstirkung eines bereits bestehenden Herzgerdusches (40). In
30-40 % der Fille findet sich eine begleitende Herzinsuffizienz als Folge der
Klappendestruktion. Jedoch kann eine Herzinsuffizienz auch das Resultat einer
Endokarditis-assoziierten Myokarditis oder einer intrakardialen Fistel sein (7,16,17).
Ein weiteres klinisches Merkmal der IE ist das Auftreten von Petechien und
septischer Embolien unterschiedlicher GroBle. Vegetationen mit einem Durchmesser
iiber 10mm embolisieren haufiger als kleinere Vegetationen. Eine multizentrische
Studiemit 384 Patientlnnen zeigt, dass 34% der Betroffenen zumindest ein
embolisches Ereignis im Rahmen der IE hatten (10). Mikroembolien treten auf der
Mund- und Rachenschleimhaut, in den Konjunktiven, im Augenhintergrund und in

Form von Splinter- Hdmorrhagien als Einblutungen unter den Fingernédgeln auf.
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Ebenfalls zu den vaskuldren Phinomenen gehoéren Janeway- Lisionen. Diese sind
nicht  schmerzhafte, fleckformig-erythematdoseLdsionen im  Bereich  der
Palmarflichen oder FuBsohlen. AuBerdem kann bei Nierenbeteiligung, als
Konsequenz der Lohlein- Herdnephritis, eine Mikrohdmaturie auftreten. Als Folge
groBerer septischer Embolien (konnen mittlere und kleinere Arterien jeder
Lokalisation betreffen) kann es zu Infarkten und iiber sogenannte "mykotische"
Aneurysmen zu Gefafrupturen kommen. Die Infarzierungen konnen das Gehirn, die
Milz, die Nieren, die Lunge, den Darm und die Extremitéten betreffen (7,12,17,47).

Bei langerem Verlauf der IE beobachtet man das Auftreten immunologischer
Phidnomene, wie zum Beispiel Osler-Kndtchen. Dabei handelt es sich um
schmerzhafte, stecknadelgrof3e, rotliche Knétchen im Bereich der Finger und Zehen.
Sie sind Ausdruck einer infektallergischen Kapillarentziindung. Eine Studie aus dem
Jahr 2009 mit 2781 Patientlnnen mit definitiver IE zeigt, dass Osler-Knotchen in 3%
und Janeway-Lésionen in 5% der IE-Félle vorkommen (40). Dariiber hinaus kénnen
Kryoglobulien und Perikarditiden vorliegen. Eine Splenomegalie ist in etwa 11 %

(40) der IE-Félle nachweisbar (7,12,17,47).

Abbildung 1:Splinter-Blutung

Obwohl die oben genannten Hautldsionen in Lehrbiichern ausfiihrlich beschrieben
werden, findet man sie heutzutage seltener aufgrund der schnelleren
Diagnosestellung der IE.Treten jedoch spezifische Hautldsionen bei Betroffenen im
Rahmen einer IE auf, so ist das Risiko der Entwicklung IE-assoziierter extrakardialer
Komplikationen (cerebrale und extracerebrale Embolien) hoher (54). Héufiger
beobachtet man die Folgen einer IE in Form von Herzinsuffizienz, Schlaganfallen

oder lokalen, septisch-embolisch bedingten Infektionen (periphere Abszesse) (7,36).
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1.1.5  Atiologie

Die hdufigsten Erreger einer IE sind Staphylokokken, Streptokokken und
Enterokokken. Etwa 80% der infektiosen Endokarditiden werden durch grampositive
Erreger verursacht. Das Erregerspektrum der IE hat sich in den vergangenen Jahren,
vor allem in den westlichen Industriestaaten, etwas gedndert.Man beobachtet eine
Zunahme der Infektionen mit S. aureus, welche in groflen, multizentrischen Studien
bestétigt wird (40)14). Die Ergebnisse aus diesen Studien zeigen Staphylokokken als
Nummer Eins im Erregerspektrum bakterieller Endokarditiden. Eine Erklarung dafiir
findet sich in der vermehrten Durchfithrung invasiver Eingriffe im Rahmen eines
Krankenhaus- oder Ambulanzaufenthaltes. Andererseits werden in vielen
Lehrblichern noch immer Streptokokken als die héaufigsten verursachenden
Mikroorganismen einer IE genannt. Auch Mischinfektionen werden immer haufiger
beobachtet. In bis zu 31 % (55) der Félle kommt es vor, dass Erreger in Blutkulturen
nicht gefunden und identifiziert werden konnen.Einerseits ist dies durch eine
vorausgegangene Antibiotikatherapie bedingt, durch welche die Keime
abgeschwicht werden, und so nicht mehr nachweisbar sind (meistens handelt es sich
hier um Streptokokken oder KNS (16)). Andererseits gibt es seltenere, besonders
langsam wachsende oder intrazellulire Keime (Coxiella burnetii, HACEK-Keime,
Chlamydien, Neisserien, Bartonellen, Pilze etc.), welche sich schwer oder gar nicht

in der Blutkultur nachweisen lassen (7,17,18,40).

In Abhéngigkeit von der Eintrittspforte zum Beispiel, variieren die ausldsenden
Mikroorganismen einer IE. Streptokokken der Viridans-Gruppe, Staphylokokken und
HACEK-Keimegelangen iiber die Mundhdhle, Haut und obere Luftwege in den
Blutkreislauf und konneneine ambulant erworbene Endokarditis auf nicht
vorgeschadigten Herzklappen verursachen. Enterokokken sind Vertreter der
gesunden gastrointestinalen Flora und gelangen meistens iiber den Urogenitaltrakt in

die Blutbahn, wihrend Streptococcusbovis aus dem Gastrointestinaltraktstammt

(7)(17)(36).

Nosokomiale Endokarditiden, welche native und nicht vorgeschédigte Herzklappen
betreffen sind in 6-25% eine schwerwiegende Folge katheterassoziierter

Bakteriamien durch S. aureus. Sie entstehen seltener 1iiber Bakteriamien
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ausgehendvon Wunden und Harnwegsinfekten.Endokarditiden der kiinstlichen
Herzklappe,welche innerhalb von zwei Monaten nach der Operation entstehen, sind
meist die Folge einer intraoperativen Kontamination der Prothese oder einer
postoperativen Bakteridmie. Die héufigsten Erreger sind in diesem Fall KNS, S.

aureus, Diphteroide, fakultative gramnegative Bazillen und Pilze (7).

Staphylokokken

Staphylokokkenbetreffend, sollte im Rahmen einer Bakteridmie zwischen S.aureus
und KNS unterschieden werden. Eine prospektive multizentrische Studie hat gezeigt,
dass eine Bakteridamie, welche durch S. aureus verursacht wurde, in 13% der Félle zu
einer Endokarditis fiihrte. Patienten mit einer community-aquired-S.aureus-Infektion
entwickelten sogar in 21 % der Fille eine IE (56). Damit steht fest dass eine
Infektion mit S.aureus ein grofles Risiko flir die Entwicklung einer IE mit sich bringt
und dementsprechend gehandhabt werden muss (Durchfiihrung einer transthorakalen
bzw. transdsophagealen Echokardiographie bei nachgewiesener S.aureus-
Bakteridmie). S.aureus befillt traditionellerweise eher native Herzklappen und KNS
eher prothetische Herzklappen. Jedoch wird in Studien beschrieben, dass S.aureus
heute der haufigste Erreger der IE in den Industriestaaten ist, auch die kiinstlichen
Herzklappen betreffend (12,14,40). Hinzu kommt, dass im Zusammenhang mit
S.aureus-Infektionen hdufiger Insulte, Embolien und persistierende Bakteridmien
beobachtet werden (14). Umgekehrt gibt es Studien, welche zeigen, dass KNS auch
native Herzklappen befallen konnen (57,58).

KNS sind Bewohner der normalen Hautflora. Daher werden sie oft im Rahmen von
invasiven Eingriffen tiber die Hautin die Blutbahn verschleppt und kénnen Kolonien
an intravendsen Verweilkaniilen und anderen Fremdkdrpern bilden. Infektionen,
welche innerhalb eines Jahres nach Herzklappenersatz mittels kiinstlicher
Herzklappe entstehen, werden am haufigsten durch KNS verursacht (59-61).
Besonders hervorzuheben unter ihnen ist S. lugdunensis. Dieser Keim ist besonders
pathogen und mit einem schweren Krankheitsverlauf assoziiert (12). Dariiber hinaus
kennzeichnen sich Infektionen mit KNS durch eine hohe Rate an Abszessbildungen
und vielfacher Resistenzbildung gegeniiber Antibiotika (62).

S.aureusund KNS (vor allem S. epidermidis) sind die haufigsten verursachenden
Mikroorganismen einer IE bei implantierten elektronischen Gerdten wie

Herzschrittmachern und Defibrillatoren (63,64).
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Streptokokken

Orale Streptokokken (= vergriinende Streptokokken oder Streptokokken der
Viridans- Gruppe) umfassen viele Spezies wie S. sanguinis, S. mitis, S. salivarius, S.
mutans und Gemella morbillorum. Sie gehdren zur normalen Mund- und Rachenflora
und konnen im Rahmen kleiner Verletzungen in die Blutbahn gelangen und damit
eine Bakteridmie verursachen. Dariiber hinaus gibt es noch die Streptococcus milleri-
oder Streptococcus angiosus- Gruppe (S. angiosus, S. intermedius, S. constellatus).
Die Vertreter dieser Gruppe werden hervorgehoben, da sie haufig zur Bildung von
Abszessen und zur hdmatogenen Aussaat neigen und somit eine lidngere
Therapiedauer benétigen. Als Drittes sollendie Streptokokken der Gruppe D mit S.
gallolyticus und S. bovis als Vertreter genannt werden. Wird in der Blutkultur ein S.
bovis identifiziert, sollte eine Abkldrung auf eventuelle Kolontumoren und -polypen
erfolgen, da diese als Eintrittspforte dienen konnen. In der Regel sind Streptokokken
sensibel auf Penicillin G und haben eine Heilungsrate von mehr als 90%, somit ist
thre Prognose deutlich besser als die von S.aureus bedingten Infektionen.
Streptokokken sind die haufigsten Erreger einer IE in Entwicklungsldndern

(1,12,16,36,65).

Enterokokken

Enterokokken sind fiir 10% aller infektiosen Endokarditiden verantwortlich (40). Die
haufigsten zwei Vertreter unter ihnen sind E. faecalis (91%) und E. faecium (4%)
(66). Eine Studie aus dem Jahr 2013 zeigte im Rahmen einer Enterokokken-IE in
Nordamerika eine  1-Jahers Mortalitit von  28,9%. Das  betroffene
PatientInnenkollektiv sind é&ltere Ménner und chronisch Kranke (66). E.faecalis

befallt Nativ- und Kunstklappen (67).

Seltene Erreger

Deutlich seltenere Mikroorganismen, welche eine IE verursachen, sind Erreger aus
der Gruppe der HACEK-Keime (Haemophilus Spezies, Aggregatibacter Spezies,
Cardiobacterium hominis, Eikenella corrodens, Kingella Spezies) und Pilze. Erstere
filhren, laut einer multizentrischen Studie mit 5591 IE- Patientlnnen lediglich in
1,4% der Félle zu einer Endokarditis und haben meist einen unkomplizierten Verlauf

und ein sehr gutes Outcome mit einer Krankenhaus-Mortalitit von etwa 4 %. Die
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HACEK-Keime befallen haufiger kiinstliche Herzklappen und betreffen vor allem
jlingere Patienten (< 61 Jahren). An erster Stelle der Ausloser einer IE aus der
HACEK-Gruppe steht Haemophilus Spezies, gefolgt von Aggregatibacter Spezies
und Cardiobacterium hominis (68).

Pilze als Verursacher einer IE machen nur einen kleinen Anteil aus (1,3%), haben
aber oft einen todlichen Ausgang. Am hiufigsten kommt es zu einer Infektion mit
Candida Spezies (48%) und Aspergillus Spezies (24%). Risikofaktoren fiir eine
Pilzinfektion sind eine Immunsuppression nach Herzklappenoperationen. Die
Mortalititsrate von 72% ist durch eine verzogerte oder verfehlte Diagnosestellung
und langbestehende Symptome mit verspiteter Einweisung ins Krankenhaus bedingt
(69,70).

Dariiber hinaus gibt es noch einige Erreger, welche selten eine IE auslésen konnen.
Hier wiren solche Mikroorganismenzu nennen, welche im Rahmen von Zoonosen zu
einer IE fithren konnen: Coxiella burnetii und Brucella Spezies (beide durchRinder,
Ziegen und Schafe iibertragen), Bartonella henselae (Ubertragung durch
denKatzenfloh), Chlamydia psittaci (Ubertragung durch Vogel) und Bartonella
quintana (Ubertragung durch die menschliche Kleiderlaus). Deswegen ist es bei
negativen Blutkulturen und bestehendemVerdacht auf IE hier sinnvoll nach
Tierkontakten in der Geschichte der Patientlnnen zu fragen und serologische
Untersuchungen durchzufiihren.Coxiella burnetii ist der Ausldoser des Q-Fiebers,
welches eine steigende Inzidenz zeigt und in seltenen Fillen eine IE auslosen kann.
Deshalb wurde eine positive Serologie auf C.burnetii als mikrobiologisches
Kriterium in die modifizierten Duke-Kriterien aufgenommen (12,71-73).

Zum Schluss werden noch einige, besonders seltene Ausloser der IE genannt:
Acinetobacter Spezies, Pseudomonas aeruginosa, Mycoplasmen, Legionellen,

Tropheryma whipplei, Clostridien, Moraxella Spezies u.v.m. (71).

1.1.6 Diagnostik

Neben dem klinischen Erscheinungsbild sind die Echokardiographie und
mikrobiologische Tests die Grundsdulen in der Diagnostikder IE. Die Diagnose 1E

kann nur gesichert werden, wenn Vegetationen aus Operationspriparaten,
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Obduktionsmaterial oder aus Blutgefilen (Embolus) mikrobiologisch und
histologisch untersucht werden. Ungeachtet dessen und aufgrund der Variabilitét der
klinischen Erscheinungen und zum Teil schwieriger Diagnosestellung dieser
Erkrankung, wurden die sogenannten Duke-Kriterien als sehr sensitives und
spezifisches (Sensitivitdt und Spezifitdt > 80%) Diagnoseschema bei Verdacht auf IE
entwickelt.In diesen Kriterien werden klinische, laborchemische (mikrobiologische)
und echokardiographische Befunde beriicksichtigt. Bei einem Nachweis von zwei
Hauptkriterien, einem Haupt- und drei Nebenkriterien oder fiinf Nebenkriterien kann
die Diagnose einer IE gestellt werden. Wenn die Diagnose einer IE weder bestétigt,
noch verworfen werden kann, ist die Erkrankung als mogliche IE anzusehen (sofern
ein Haupt- und ein Nebenkriterium oder drei Nebenkriterien vorliegen) (7,47,74).
Eine Modifizierung der urspriinglichen Duke-Kriterien aus dem Jahr 1994 (75)
wurde durchgefiihrt und diese erweiterten Diagnosekriterien werden heute im
klinischen Alltag verwendet. In den modifizierten Duke-Kriterien wurde zum
Beispiel eine positive Blutkultur auf C.burnetii als eines der Hauptkriterien
aufgenommen (76). Die Duke-Kriterien zeichnen sich durch eine hohe Sensitivitit
(>80 %) (74), eine ausgezeichnete Spezifitit (99%) (77) und durch einen hohen

negativen pradiktiven Wert (78) aus.

Tabelle 2: Modifizierte Duke-Kriterien (aus (79))

Hauptkriterien

Mikrobiologische Kriterien einer IE

- Nachweis von IE typischen Erregern in zwei separaten Blutkulturen:
Viridans Streptokokken, Streptokokkus bovis, HACEK-Gruppe, Staphylokokkus aureus,
community-acquired Enterokokken ohne primiren Fokus
ODER

-Persistierend positive Blutkulturen mit anderen Mikroorganismen vereinbar mit einer IE:

Mindestens in zwei positiven Blutkulturen aus unterschiedlichen Blutabnahmen mit mindestens
12 Stunden Abstand

In allen 3 Blutkulturen oder in der Mehrheit aus von mindestens 4 Blutkulturen, wobei die erste
und letzte mit einem Zeitabstand von mindestens 1 Stunde abgenommen wurden

ODER
- Eine einzelne positive Blutkultur mit Coxiellaburnetii oder Phase I IgG Antikdrper-Titer > 1:800

Nachweis einer Endokardbeteiligung

- Positive Echokardiographie:
Vegetationen, Abszesse oder neu aufgetretene Dehiszenzen bei Kunstklappen
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- Neu aufgetretene Klappeninsuffizienz

Nebenkriterien

Pridisposition: pradisponierende kardiale Grunderkrankungen, intravendser Drogenabusus

- Fieber: Temperatur > 38°C

- Vaskulire Phinomene: grof3e arterielle Embolien, septische pulmonale Infarkte, mykotische
Aneurysmen, intrakranielle Blutungen, konjunktivale Blutungen, Janeway Lasionen

- Immunologische Phinomene: Glomerulonephritis, Osler Knétchen, Roth‘s Spots, positive

Rheumafaktoren

- Mikrobiologie: positive Blutkulturen, welche die Hauptkriterien nicht erfiillen oder serologischer

Nachweis einer aktiven Infektion mit einem Erreger der konsistent mit einer IE ist

Diagnose einer definitiven IE bei: Diagnose einer moglichen IE bei:
2 Hauptkriterien,oder 1 Haupt- und 1 Nebenkriterium,oder
1 Haupt- und 3 Nebenkriterien,oder 3 Nebenkriterien

5 Nebenkriterien

Abkiirzungen:1E= infektiose Endokarditis, HACEK= Haemophilus Spezies, = AggregatibacterSpezies,
Cardiobacteriumhominis, Eikenellacorrodens,Kingella Spezies

Echokardiographie

Die echokardiographische Bildgebung ist in der Diagnostik der IE essentiell und
sollte bei jedem klinischem Verdacht so schnell wie moglich zum Einsatz kommen.
Es gibt die Mdglichkeit der Durchfiihrung einer transthorakalen (=TTE) oder einer
transosophagealen (=TEE) Echokardiographie. Mit der Ultraschalluntersuchung
konnen Vegetationen (mit GroBenbestimmung), Abszesse und Dehiszenzen von
Kunstklappen detektiert und beurteilt werden. Dartiiber hinaus kann der Schweregrad
von Klappenvitien bestimmt und intrakardiale Komplikationen aufgedeckt werden.
Zusitzlich quantifiziert eine solche Untersuchung die Herzfunktion und detektiert
das Risiko fiir Embolien (80).

Die TTE ist ein nicht-invasives Verfahren und weist eine Sensitivitét, abhédngig von
der Literatur, von 40-75% auf (6,80). Vegetationen unter 5 mm lassen sich lediglich
in 25% der Félle (81) nachweisen, und solche unter 2 mm werden im Rahmen der
TTE gar nicht erfasst. Die Zuverldssigkeit der Ergebnisse kann bei schwierigen
Untersuchungsbedingungen (durch Vorliegen eines Emphysems oder eines
ungiinstigen Habitus) herabgesetzt sein. Die TTE ist auerdem nicht ausreichend zur

Beurteilung der Funktion von Klappenprothesen geeignet (7).
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Die TEE dagegen ist eine invasive, aber sichere Methode mit einer Sensitivitit von
85 bis 100% (6,80). Sie sollte bei negativer TTE mit bestehendem klinischem
Verdacht auf IE und beizweifelhaften Untersuchungsergebnissen einer TTE
durchgefiihrt werden. Auch bei positiver TTE kann eine TEE durchgefiihrt werden,
um mogliche lokale Komplikationen auszuschlieBen (55). Die TEE ist die Methode
der Wahl zum Nachweis von Vegetationen auf kiinstlichen Herzklappen oder
sonstigen intrakardialen Fremdmaterialien (Herzschrittmacher oder Defibrillator).
Ebenfalls dient diese Form der Ultraschalluntersuchung zur Detektion myokardialer
Abszesse, sowie zur Diagnose von Klappenperforationen, intrakardialen Fisteln oder
Aneurysmen. Sollte der TEE Befund negativ ausfallen, so ist die Diagnose bei
bestehendemklinischem Verdacht auf IE trotzdem nicht auszuschlieBen. In solchen
Féllen sollte die TEE im Abstand von fiinf bis sieben (55) Tagen wiederholt werden.
Von einer Ultraschall-Screening-Untersuchung bei Patientlnnen mit einer geringen
Erkrankungswahrscheinlichkeit (z.B.: Fieber unklarer Genese) ist abzuraten.
Zusammenfassend kann gesagt werden, dass die Echokardiographie sowohl fiir die
Frithdiagnostik und die Verlaufskontrolle als auch zur Indikationsstellung zur

Akutoperation unentbehrlich ist (6,7,17,55).

Blutkulturen

Fir die Isolierung und Identifikation von Mikroorganismen, welche eine IE
verursachen, ist die Blutkultur von groer Bedeutung und in der Diagnostik nach wie
vor ein Grundbaustein. Darliber hinaus ist der Nachweis von Erregern in der
Blutkultur fiir die Resistenzbestimmung und Therapieplanung grundlegend.
Nichtsdestotrotzsind Blutkulturen in 2,5 bis 31% (55,82) der Fille negativ. Daraus
ergibt sich die Tatsache, dass die Diagnosestellung wie auch der Beginn einer
gezielten antimikrobiellen Therapie verzogert werden und dies zu einem schlechteren
Outcome fiir die Betroffenen fiihrt. Meistens liegt der Grund fiir negative
Blutkulturergebnisse darin, dass Patientlnnen vor der Blutabnahme bereits einer
Antibiotikatherapie unterzogen wurden oder es sich um einen schwer kultivierbaren
Erreger handelt (6,7,55,82).

Deswegen sollten bei Verdacht auf Endokarditis vor Einleitung einer antibiotischen
Therapie drei Sets von Blutkulturen (mit je einer aeroben und einer anaeroben
Kulturflasche mit jeweils 10 ml Blut pro Flasche) innerhalb der ersten 24 Stunden

aus einer neu angestochenen, peripheren Vene abgenommen werden. In einer Studie
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aus dem Jahr 2004 wurde gezeigt, dass die Abnahme von drei Blutkultur-Sets etwa
96% aller Bakteridmien detektiert (83).Die Blutabnahme muss nicht zum Zeitpunkt
eines Fieberschubs erfolgen sondern kann jederzeit durchgefiihrt werden (84).
Zentrale Venenkatheter und periphere Venenverweilkaniilen sollten nicht zur
Blutabnahme genutzt werden, da das Risiko einer Kontamination grofl ist und
Schwierigkeiten bei der Interpretation der Ergebnisse entstehen konnten.Findet man
innerhalb von 48-72 Stunden keinen Keim, sollten zwei bis drei weitere Blutkulturen
abgenommen werden. Zu diesem Zeitpunkt sollte eine Riicksprache mit dem
mikrobiologischen Labor erfolgen, um eine Untersuchungunter optimalen
Kulturbedingungen zu veranlassen und damit auch schweranziichtbare Erreger zu
erfassen. Wird nach den ersten drei Blutabnahmen ein Keim gefunden, sollte nach
48- 72 Stunden dennoch erneut eine Blutkultur abgenommen werden, um die

Effizienz der eingeleiteten Therapie zu beurteilen (7,12,55).

Weitere Untersuchungen

Laborbefunde konnen durch Erhéhung unspezifischer Parameter auf eine IE
hinweisen, und sind somit eine Unterstiitzung bei der Diagnosefindung. Im Blut
zeigen sich erhohte CRP-Werte, sowie eine erhohte Blutsenkungsgeschwindigkeit.
Des Weiteren besteht oft eine (normozytire, normochrome) Andmie und eine
Leukozytose mit Linksverschiebung. Auflerdem werden in vielen Féllen
zirkulierende Immunkomplexe und positive Rheumafaktoren im Blut detektiert.
Haufig bestehen eine Proteinurie und Mikrohdmaturie, sowie ein erhohtes
Serumkreatinin. Die Laboruntersuchungen sind bei der Diagnosestellung zwar
entbehrlich, aber fiir den weiteren Therapieverlauf sind sie von Bedeutung (6,7,47).
Bei Erregern, welche in Blutkulturen schwer kultivierbar sind (Bartonella Spezies,
Legionellen, C. burnetii, Brucella Spezies etc.), konnen serologische Verfahren
(indirekte Immunfluoreszenz, ELISA) zum Nachweis von Erreger spezifischen
Antikorpern herangezogen werden. Dariiber hinaus konnen Vegetationen nach
operativer Entfernung der befallenen Herzklappen mittels Kultur, Histologie und
Mikroskopie, Spezialfarbungen (bei Tropheryma whipplei) und mit Hilfe der
Polymerasekettenreaktion (= PCR) von keimspezifischer DNA untersucht werden.
Die Untersuchung und Beurteilung von Gewebsmaterial (welches im Rahmen der
Operation entnommen wurde) durch den Pathologen ist der Goldstandard zur

Diagnosesicherung einer IE. Dabei sollten die Gewebsproben, bevor sie im Labor
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untersucht werden, in sterilen Behéltern aufbewahrt und weder fixiert noch in ein
Kulturmedium eingebettet werden, um mdogliche Kontaminationen zu vermeiden

(7,55).

Im Rahmen einer IE kann es zu EKG-Verdnderungen (AV-Block, Schenkelblock)
kommen, welche auf eine myokardiale oder perivalvulidre Ausbreitung der Infektion
hinweisend sein konnen (85). Im Thoraxréntgen kann bei Entwicklung einer
Herzinsuffizienz als Folge der IE eine Zunahme der HerzgroB8e sichtbar werden. Bei
einer Rechtsherzendokarditis konnen aufgrund septischer Embolien multiple

Lungenherdeentstehen (47).
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Abbildung 2: Lungenherde bei Rechtsherzendokarditis

Andere Dbildgebende Verfahren wie Magnetresonanztomographie (MRT),
Computertomographie (CT) oder Positronenemissionstomographie (PET) kdnnen in
der Erkennung und Verlaufskontrolle von Komplikationen einer IE unterstiitzend
sein und wichtige Informationen diesbeziiglich liefern. In der Routinediagnostik
spielen sie eine eher untergeordnete Rolle (18).

In der Detektion von cerebralen Embolien erweist sich das MRT sensitiver als das
CT (55). Embolische Ereignisse im Gehirn treten im Rahmen einer akuten IE in 60-
80 % aller Félle auf (86). In einer Studie mit 130 Patientlnnen mit definitiver und
moglicher IE zeigte eine MRT-Untersuchung in 82% der Fille pathologische
Befunde, wie zum Beispiel ischdmische Lésionen, Mikroblutungen und mykotische
Aneurysmen (87). Somit konnen die Ergebnisse einer MRT-Untersuchung
Auswirkungen auf die therapeutischen Strategien, vor allem wenn es um
Indikationen fiir eine Operation oder den Zeitpunkt eines chirurgischen Eingriffs
geht oder um die Dauer der antimikrobiellen Therapie, haben (88). AuBBerdem ist das
MRT in der Charakterisierung cerebraler Lésionen bei Patientlnnen mit
neurologischen Symptomen hilfreich. Eine Studie (87) hat gezeigt, dass bei 25 % der
Patientinnen mit nicht gesicherter IE die definitive Diagnose durch eine MRT

Untersuchung des Gehirnsfrither gestellt werden konnte (55).
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Das Multislice CT (MSCT) zeigt gute Ergebnisse in der Beurteilung [E-assoziierter
Herzklappenveridnderungen, vergleichbar mit der TEE. Vor allem wenn es um die
Evaluierungdes Ausmalles von klappeniiberschreitenden Ausdehnungen und um die
Beurteilung von Abszessen, Fisteln und anatomischen Gegebenheiten von
Pseudoaneurysmen geht, zeigt sich das MSCT als gute Untersuchungsmethode (89).
Eine Studie, welche im Jahr 2012 verdffentlicht wurde, hat gezeigt, dass das MSCT
in der Beurteilung von Dysfunktionen kiinstlicher Herzklappen, sowie bei der
Detektion von Vegetationen, Abszessen, Aneurysmen und Dehiszenzen im
Zusammenhang mit kiinstlichen Herzklappen, mit der TEE gleichzusetzen ist. Das
MSCT konnte somit ergdnzend in der prdoperativen Beurteilung von Patientlnnen
mit IE bei prothetischer Aortenklappe eingesetzt werden. Jedoch gibt eszu diesem
Thema keine groBen Vergleichsstudien und daher sollte primidrimmer eine TEE zur
Untersuchung eingesetzt werden (55,90).

Eine Schliisselrolle spielt das CT bei der prdoperativen,nicht-invasiven Beurteilung
der Koronararterien und beim Ausschluss einer Arteriosklerose. Dies ist vor allem
bei IE-Patientlnnenmit groBen Vegetationen, welche einen chirurgischen Eingriff
bendtigen und bei denen im Rahmen einer konventionellen, invasiven
Koronarangiographie die Gefahr einer GefidBwandperforation oder des Abscherens

von Vegetationsfragmenten durch den Katheter besteht, von Bedeutung (1,36,91).

1.1.7  Therapie

Antimikrobielle Therapie

Die antimikrobielle Therapie ist eine wesentliche Grundsdule in der Behandlung der
IE mit dem Ziel der Eradikation der verursachenden Mikroorganismen. Besonders
schwierig ist die Elimination von Bakterien aus den nicht gefdversorgten,
endokarditischen Vegetationen. Erstens sind die Vegetationen fiir die korpereigene
Abwehr schwer erreichbar und zweitens befinden sich die Bakterien dort in einem
ruhenden, metabolisch inaktiven Zustand. Hinzu kommt, dass langsam wachsende
oder ruhende Bakterien hiufig Toleranzen gegeniiber Antibiotika entwickeln. Diese

Gegebenheiten erkldren die Notwendigkeit einer verldngerten Therapiedauer von bis
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zu sechs Wochen (55), um alle Bakterien restlos aus den Vegetationen zu
beseitigen.In einigen Fillen, zum Beispiel bei Q-Fieber-Endokarditis, dauert die
Therapie noch wesentlich langer (92). Prinzipiell ist eine Kombinationstherapie einer
Monotherapie vorzuziehen. Dadurch soll die Entwicklung von Resistenzen
verhindert/reduziert und der synergistische Effekt von kombinierten Antibiotika
gesichert  werden  (36). Grundsitzlich  werden  die  antiinfektiven
Medikamenteparenteral gegeben und miissen hohe Serumspiegel erreichen, umnach
Diffusion in die Tiefe ausgedehnter Vegetationen auch dort einen effektiven
Wirkspiegel zu gewéhrleisten. In der antimikrobiellen Therapie der IE werden
bakterizide Regime bakteriostatischen vorgezogen, da sich das bakterizide Schema in
Studien (93,94) mit Tierversuchen und Menschen als effektiver erwiesen hat
(1,5,7,17,36,55).

Unmittelbar nach Abnahme der Blutkulturen kann eine antimikrobielle Therapie in
Form einer empirischen Antibiotika-Gabe eingeleitet werden.Wenn aber die
PatientInnen klinisch stabil sind, konnenlaut den Guidelines der British Society
forAntimicrobial Chemotherapie (95) vor Therapiebeginn die Blutkulturergebnisse
abgewartet werden. Nicht selten ist der Einsatz operativer Sanierungsmethoden die
einzige Moglichkeit eine vollstindige Eradikation der Mikroorganismen zu
erreichen.Ist der verursachende Erreger bekannt, ist es bei der Wahl des
Antibiotikums wichtig zu wissen, inwieweit der verursachende Erreger auf die
Therapie ansprechen wird. Dariiber hinaus sollen bei der Wahl des richtigen
Medikaments  die  Begleitdiagnosen  und Risikoprofile  (Allergien,
Simultaninfektionen an anderen Korperstellen, eingeschrinkte Organfunktion) der
Patientin/des Patienten, sowie das Nebenwirkungsprofil der Medikamente und
mogliche Wechselwirkungen mit anderen Medikamenten beriicksichtigt werden. Um
den Patientlnnendie bestmogliche Therapie zu gewdhrleisten, sollte ein
interdisziplindrerer Ansatz gewdhlt werden, welcher die Zusammenarbeit von
Kardiologen/-innen, Infektiologen/-innen, Mikrobiologen/-innen und

Herzchirurgen/-innensicherstellt (1,7,12,36).

Empirische Therapie
Die Einleitung einer empirischen, antibiotischen Therapie sollte bei kritisch Kranken
so schnell wie moglich erfolgen. Vor Beginn dieser Therapie sollte sichergestellt

werden, dass Blutkulturen abgenommen wurden, um die Chancen auf einen
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Erregernachweis zu erhdhen und abhingig von den Blutkulturergebnissen eine
gezielte und effektive Therapie zu sichern.Bei der Wahl eines adidquaten
Therapieschemas ist es wichtig zu wissen, ob die Patientin/der Patient bereits
vortherapiert wurde und ob es sich um eine native oder prothetische Herzklappe
handelt. Die Therapiedauer der IE bei Klappenprothese sollte mindestens sechs
Wochen und bei nativen Klappen zwei bis sechs Wochen betragen (76). Ebenfalls
von groBter Bedeutungbei der Therapiewahl sind Kenntnisse iiber die lokale
Epidemiologie der IE Erreger hinsichtlich der Antibiotika-Resistenzen. Vor allem
aufgrund der regionalen epidemiologischen Unterschiede gibt es in verschiedenen
Guidelines unterschiedliche Empfehlungen beziiglich der empirischen Therapie
(12,36,55,95).

Jede empirische Therapie sollte die hdufigsten drei Erreger der IE (Staphylokokken,
Streptokokken und Enterokokken) abdecken. Je nach Risikoprofil der Patientin/des
Patienten, zum Beispiel bei Patientlnnen mit einer Kunstklappe, welche vor weniger
als 12 Monaten eingesetzt wurde und bei healthcare-associated IE,sollte das
empirische Therapieschema KNS, MRSA, Enterokokken und non-HACEK
gramnegative Pathogene erfassen. Bei mehreren kulturell negativen Episoden
mussdie Suche nach schwer kultivierbaren Mikroorganismen zum Beispiel durch
serologische Verfahren ergiinzt werden. Letztendlich erfolgt eine Modifizierung des
antimikrobiellen Therapieschemas abhingig von den Kulturergebnissen, der
Resistenzentwicklung der Erreger und demVerlauf der Erkrankung (7,36,55,95).

Eine IE mit Pilzen als verursachende Mikroorganismen bedarf einer antimykotischen

Kombinationstherapie und einer chirurgischen Therapie mit Klappenersatz (95,96).

Tabelle 3:Empirische Therapie der IE nach den ESC Guidelines 2015 (aus (55))

Antibiotikum Dosierung Kommentar
Community-acquiredNativklappenendokarditis oder Kunstklappenendokarditis (>12 Monate
postoperativ)
Ampicillin 12 g/Tag i.v. in 4-6 Dosen
plus
(Flu)cloxacillin oder 12 g/Tag i.v. in 4-6 Dosen
Oxacillin
plus
Gentamicin 3 mg/kg/Tag i.v. oder i.m. in einer
Dosis

28



Vancomycin
plus
Gentamicin

30-60 mg/kg/Tag i.v. in 2-3
Dosen

3 mg/kg/Tag i.v. oder i.m. in einer
Dosis

Bei PatientInnen mit Penicillin-
Allergie

nicht-nosokomial erworben)

Kunstklappenendokarditis (< 12 Monate postoperativ) oder healthcare-associated IE (nosokomial und

Vancomycin
plus
Gentamicin
plus

Rifampicin

30-60 mg/kg/Tag i.v. in 2 Dosen

3 mg/Tag i.v. oder i.m. in einer
Dosis

900-1200 mgi.v. oder p.o. in 2-3
geteilten Dosen

Rifampicin ist nur bei
Kunstklappenendokarditis
empfohlen und sollte 3-5 Tage
nach Therapiebeginn mit
Vancomycin und Gentamicin
gegeben werden.

Abkiirzungen: i.v.= intravends, i.m.= intramuskuldr, p.o.= peros

Tabelle4:EmpirischeTherapie der IE laut den Guidelines der Working Party of the
British Society for Antimicrobial Chemotherapy (aus (95))

Antibiotikum

Dosierung

Kommentar

1. Nativklappenendokarditis- indolente Présentation

Amoxicillin
plus
Gentamicin

2 g alle 4 Stundeni.v.

1 mg/kg (nach aktuellem KG)

Bei stabilen PatientInnen sollten
idealerweise die
Blutkulturergebnisse abgewartet
werden.

Pseudomonas)

2. Nativklappenendokarditis- schwere Sepsis (und keine Risikofaktoren fiir Enterobakterien und

Vancomycin
plus
Gentamicin

Dosierung nach den lokalen
Leitlinien

1 mg/kg (nach idealem KG) alle
12 Stundeni.v.

Bei PatientInnen mit Penicillin-
Allergie

Bei Patientlnnen mit Vancomycin-
Allergie Daptomycin (6 mg/kg i.v.
alle 24 Stunden)verwenden.

3. Nativklappenendokarditis- schwere Sepsis und Risikofaktoren fiir multiresistente Enterobakterien und

Pseudomonas

Vancomycin Dosierung nach den lokalen
plus Leitlinien, i.v.- Gabe
Meropenem 2 g alle 2 Stundeni.v.

4. Kunstklappenendokarditis bei fehlenden Blutkulturergebnissen oder bei negativen Blutkulturen

Vancomycin
plus
Gentamicin
plus
Rifampicin

1g alle 12 Stundeni.v.
1 mg/kg alle 12 Stundeni.v.

300-600 mg alle 12 Stundeni.v.
oder p.o.

Bei schwerer Nierenschiddigung
niedrigere Dosen von Rifampicin
verwenden.

Abkiirzungen: i.v.=intravends, i.m.= intramuskuldr, p.o.= per os
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Chirurgische Therapie

Etwa 50% (51) der Patientlnnen mit IE bendétigeneinen chirurgischen Eingriff im
Verlauf ihrer Erkrankung. Der Grund dafiir sindschwere Komplikationen, wie
Herzinsuffizienz durch Klappendysfunktion, welche im Rahmen einer IE entstehen
konnen.Die Ziele einer operativen Intervention sind die Sanierung der Infektion
durch vollstindige Entfernung des infizierten Gewebes und die Rekonstruktion der
normalen Anatomie des Herzens. Eine Klappenrekonstruktion, falls moglich, ist
einem Klappenersatz vorzuziehen. Dies gilt vor allem fiir die Mitral- oder
Trikuspidalklappe (97). Sollte eine kiinstliche Herzklappe bendtigt werden, wird in
den Guidelines (55) bewusst keine Empfehlung fiir die Verwendung einer
biologischen oder einer mechanischen Herzklappe ausgesprochen, da die Wahl des
Operationsverfahrens und der Prothese von derSituation des Patienten abhingig ist
(1,55,98).

Da der geeignete Operationszeitpunkt generell schwierig festzulegen ist und
individuell von Fall zu Fall bestimmt werden muss, ist die frithzeitige Einbeziehung
eines Herzchirurgen/ einer Herzchirurgin in das betreuende Team von grofBer
Bedeutung (55). Griinde fiir die Erwadgung einer frithzeitigen Operation, wéhrend der
aktiven Phase der IE, in welcher die Patientlnnen eine medikamentdse Therapie
bekommen,sind das Verhindern der Progression einer Herzinsuffizienz und die
Pravention systemischer Embolien (99-101). Andererseits wurde in einer Studie (99)
gezeigt, dass operative Eingriffe, welche innerhalb der ersten Woche nach
Diagnosestellung durchgefiihrt wurdenauch einige Risiken, wie Rezidive und
postoperative Klappendysfunktion, mit sich bringen. Eine andere Studie (102)
verglich die Ergebnisse nach einem friihzeitigen operativen Eingriff (innerhalb von
48 Stunden) mit denen nach konventioneller Therapie (einschlieBlich Operation)bei
relativ jungen Ménnern (Durchschnittsalter von 47 Jahren) mit grolen Vegetationen
und wenig Komorbiditidten. Jene Gruppe, welche einer frithzeitigen Operation
unterzogen wurde, zeigte eine signifikant niedrigere Mortalitdt im Krankenhaus und
weniger embolische Ereignisse. Vor allem Patientlnnen mit einem hohen Risiko fiir
Embolien scheinen von einer frith angesetzten Operation zu profitieren. Das
Patientenkollektiv aus dieser Studie ist jedoch ein selektives und représentiertnur
einen kleinen Teil der IE-Patientlnnen, weshalbes schwierig ist, aufgrund

derErgebnisse dieser Studie allgemein giiltige Schlussfolgerungen zu ziehen. Ob und
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inwieweit eine Patientin/ ein Patient von einem (friihzeitigen) operativen Eingriff
profitiert, hingt von vielen Faktoren, wie zum Beispiel den Komorbiditdten der
Betroffenen und den Komplikationen, ab (55,100). Das Alter alleine ist keine
Kontraindikation fiir eine Operation (103).

Die Indikationen mit Dringlichkeitsstufe fiir eine Operation sind in Tabelle
Saufgelistet. Bezogen auf die Dringlichkeit einer chirurgischen Intervention gibt es
Notfallindikationen, welche innerhalb von 24 Stunden operiert werden miissen und
dringende Indikationen, die innerhalb einer Woche operiert werden miissen. In
beiden Féllen ist der Operationszeitpunkt unabhidngig von der Dauer der
antibiotischen Therapie. Daneben gibt es elektive Indikationen, welche erst nach ein-
bis zweiwdchiger Antibiotika-Gabe unter klinischer und echokardiographischer

Observation, operiert werden miissen (98,104).

Prinzipiell gibt es  drei Indikationen filir eine Operation: Herzinsuffizienz,

unkontrollierbare Infektion und Pravention von Embolien (36).

Herzinsuffizienz

Die Herzinsuffizienz (HI) stellt die hidufigste Komplikation einer IE dar und ist somit
auch die hiufigste Indikation fiir eine kardiochirurgische Intervention
(51).Hervorgerufen wird die HIdurch eine neu aufgetretene oder sich
verschlechternde Klappendysfunktion, welche sichentweder in Form einer
Insuffizienz der Aorten- oder Mitralklappeoder, seltener, in  Form
einerKlappenobstruktion bei groflen Vegetationen prisentiert (7,55). Eine
intrakardiale Fistelbildung kann ebenfalls zur Entstehung einer HI fiihren, wobei sie
bei einer IE der Klappenprothesen hédufiger auftritt (105). Die klinische Priasentation
der HI geht von Dyspnoe, iiber Lungenddem bis hin zum kardiogenen Schock
(106,107). Laut einer Studie aus dem Jahr 2011 mit 4075 Patientlnnen mit IE und
schwerer HI als Komplikation befanden sich 66 % von ihnenin Stadium III oder IV
der New York Heart Association-Klassifikation (108). In der initialen Einschidtzung
der HI und den Nachfolgeuntersuchungen sowie in der Beurteilung der
himodynamischen Konsequenzen einer Herzklappendysfunktion wund der
systolischen Linksventrikelfunktion ist die Echokardiographie unentbehrlich
(109,110).In den meisten Fallen ist eine HI im Rahmen einer IE eine

Notfallindikationfiir =~ eine  Operation  (99,111). Schwere  Aorten- und
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Mitralklappeninsuftizienz, intrakardiale Fistelbildung undKlappenobstrutkion durch
Vegetationen als Ausldser einer Hl,wiren Indikationen fiir eine Notfalloperation.
Auch eine schwere, akute Aorten- oder Mitralklappeninsuffizienz ohne klinische
Prasentation, aber mit echokardiographischen Zeichen, wie erhShtem
linksventrikuldren enddiastolischen Druck, erhohtemlinksatrialen Druck oder
moderater bis schwerer pulmonaler Hypertension, wire eine Indikation zu einer
sofortigen Operation (55). Das Auftreten persistierender Lungenddeme oder eines
kardiogenen Schocks trotz medikamentoser Therapie bediirfen ebenfalls einer
kardiochirurgischen Intervention innerhalb von 24 Stunden (112). Die aufgelisteten
Indikationen gelten fiir die IE bei nativen als auch bei kiinstlichen Herzklappen

(113,114).

Komplexe Infektion

Unbeherrschbare oder komplexe Infektionen sind gefiirchtete Komplikationen einer
IE und die zweithdufigste Ursache fiir die Notwendigkeit eines chirurgischen
Eingriffs (51). Die héufigste Ursache fiir die Entwicklung einer unkontrollierbaren
Infektion ist die Ausdehnung der Entziindung iiber den Herzklappenring hinaus.
Abszesse, Pseudoaneurysmen, Fistelbildung und ein neu aufgetretener AV-Block
konnen die Folgen einer perivalvuldren Infektion sein (36,115,116). Anhaltendes
Fieber trotz angemessener Therapie, neu aufgetretene EKG-Verinderungen oder eine
Perikarditis konnen einen Hinweis auf ein solches Geschehen liefern. Prinzipiell
kann die Entziindungsausbreitung von jeder Klappe ausgehen,wird aber am
hiufigsten im Bereich der Aortenklappe beobachtet (7). In Studien (117,118) wird
beschrieben, dass das Vorhandensein einer Klappenprothese, die Aortenklappe als
Lokalisation und eine Infektion mit KNS die wichtigsten Risikofaktoren fiir die
Entwicklung perivalvuldrer Komplikationen sind. Pseudoaneurysmen und Fistelnals
schwerwiegende Komplikationeneiner Entziindungsausbreitung fiihren oft zu einer
enormen Schidigung valvulidrer und perivalvuldrer Strukturen (119,120). Eine
Fistelbildung ist am haufigsten mit einer Staphylokokken-bedingten-IE assoziiert
und fiihrt sogar unter chirurgischer Therapie in etwa 40% der Félle zum Tod (120).
Zur Detektion einer perivalvulidren Entziindungsausbreitung wird am héaufigsten eine
TEE verwendet, wobei kleinere Abszesse in der Nidhe eines verkalkten
Mitralklappenrings hédufig iibersehen werden (7,55,121). Obwohl perivalvulére

Infektionen in manchen Fillen auch konservativ behandelt werden kénnen, ist immer
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dann eine kardiochirurgischer Eingriff indiziert, wenn Fieber persistiert,
Fistelbildung auftritt, Klappenprothesen sich ablosen oder es zu einer
Verschlechterung der Infektion unter addquater medikamentdser Therapie kommt
(7). Bei Persistieren der Infektion iiber sieben bis zehn Tage mit anhaltend positiven
Blutkulturen und nicht anderweitig erklédrbarem Fieber (bei IE mit positiver oder
negativer Blutkultur) trotz eines optimal angepassten Therapieschemas, ist ebenfalls
eine chirurgische Intervention indiziert (7,55).Laut einer Studie aus dem Jahr 2012
ist dieser Zeitraum von sieben bis zehn Tagen zu lange angesetzt. Die Ergebnisse
dieser Studie haben gezeigt, dass das Persistieren positiver Blutkulturen iiber 48-72
Stunden nach Beginn einer Antibiotikatherapie ein unabhédngiger Risikofaktor fiir die
Mortalitdt im Krankenhaus ist und deswegen eine Operation bereits nach 3 Tagen in
Betracht gezogen werden sollte (122).

Bei einem Nachweis von aggressiven Erregern, welcheeiner antimikrobiellen
Therapie schlecht zuginglich sind, ist ebenfalls eine Operation begriindet. Solche
Erreger wiren gramnegative Bakterien, MRSA, S. Ilugdunensis,Vancomycin-
resistente Enterokokken, Brucella spp., C. burnetii und Pilze (7,54,122,123). Bei
einer IE kiinstlicher Herzklappen sollte bei Erregernachweis von non-HACEK
gramnegativen Bakterien und Staphylokokkenan eine chirurgische Intervention
gedacht werden. Eine IE der nativen Aorten- oder Mitralklappe stelltbei einer
Infektionmit S .aureus, sollte sich eine Antibiotikatherapie in den ersten paar Tagen
nicht als erfolgreich erweisen, eine Indikation fiir eine Operation dar (55,125,126).
Eine isolierte Trikuspidalklappenendokarditis mit S.aureus wird auch bei

anhaltendem Fieber nur selten operiert (7).

Privention von Embolien

Die dritte Indikation fiir einen chirurgischen Eingriff dient der Prévention von
Embolien. Diese sind durch Verschleppung von Vegetationsfragmenten bedingt und
konnen im schlimmsten Fall zu Infarkten im betroffenen Endorgan fiihren (7).
Embolische Ereignisse sind hiufigund kommen bei 25-50% (10) aller IE-
Patientlnnen vor. Bei einer IE des linken Herzens finden sich Embolien am
haufigsten im Gehirn und in der Milz, wenn auch die Gefédlle jedes anderen Organs
betroffen sein kdnnen (36,55). Ein cerebraler Insult stellt eine schwerwiegende
Komplikation dar und ist mit einer erhdhten Mortalitits- und Morbiditétsrate

vergesellschaftet (127). Ist das rechte Herz betroffen, konnen Lungenembolien, oder
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bei einem offenen Foramen ovale, Embolien im systemischen Kreislauf auftreten
(36). Zusitzlich kann es im Rahmen von Embolien durch Vegetationsfragmentezur
sekunddren Infektion in der GefiBwand kommen und als Folge daraus zur
Ausbildung eines mykotischen Aneurysmas. Solche Aneurysmen werden am
hiufigsten in cerebralen Gefdllen beobachtet. Sie sind zwar selten, aber konnen
schwere Komplikationen mit sich bringen. In den meisten Fillen bleiben sie jedoch
klinisch unauffallig (128,129). Das Risiko fiir Embolien ist in den ersten zwei
Wochen, besonders in den ersten Tagen nach Diagnosestellung und Einleitung der
antibiotischen Therapie, am grofften und nimmt danach deutlich ab (130-132). Die
echokardiographische Untersuchung mittels TEE (109) spielt eine Schliisselrolle in
der Bestimmung von Grofle und Lage der Vegetation und kann dazu beitragen das
Risiko fiir embolische Ereignisse abzuschdtzen, wobei eine genaue Vorhersage fiir
die einzelne Patientin/ den einzelnen Patienten schwierig ist (7,131,133). Bestimmte
Faktoren wie zum Beispiel Grofle, Beweglichkeit und Lokalisation der Vegetation,
vorausgegangene Embolien und bestimmte Erreger (S. aureus, S. bovis (134),
Candida spp.) sind mit einer erhhten Embolisierungsrate assoziiert. So kommt es
hiufiger zu Embolien,wenn Vegetationen groBer sind (>10 mm Lénge), eine hohe
Beweglichkeit aufweisen oder auf der Mitralklappe lokalisiert sind
(109,131,135,136). Indikationen fiir einen operativen Eingriff zur Pridvention
embolischer Ereignisse sind grofle (>10 mm), persistierende Vegetationen und
rezidivierende Embolien. Eine chirurgische Intervention sollte in den friihen Tagen
nach Einleitung der antibiotischen Therapie erfolgen, da hier das Risiko

einerEmbolisierung am groften ist(10,131).
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Tabelle 5: Indikationen fiir einen operativen Eingriff mit Dringlichkeitsstufe (aus (55))

Indications for surgery | Timing™

1. Heart failure

Aortic or mitral NV E or PV E with severe acute regurgitation, obstruction or fistula causing refractory | Emergency
pulmonary cedema or cardiogenic shock

Aortic or mitral NVE or PVE with severe regurgitation or obstruction causing symptoms of HF or | Urgent
echocardiographic signs of poor haemodynamic tolerance

2. Uncontrolled infection

Locally uncontrelled infection (abscess, false aneurysm, fistula, enlarging vegetation) Urgent
Infection caused by fungi or multiresistant organisms Urgent/

elective
Persisting positive blood cultures despite appropriate antibiotic therapy and adequate control of Urgent

septic metastatic foci

PVE caused by staphylococci or non-HACEK gram-negative bacteria Urgent/
elective

3. Prevention of embolism

Aortic or mitral NVE or PVE with persistent vegetations > 10 mm after one or more embolic Urgent
episode despite appropriate antibiotic therapy

Aortic or mitral NVE with vegetations =10 mm, associated with severe valve stenosis or Urgent
regurgitation, and low operative risk

Agrtic or mitral NVE or PVE with isclated very large vegetations (=30 mm) Urgent

Aortic or mitral NVE or PVE with isclated large vegetations (=15 mm) and no other indication for| Urgent
surgery”

Abkiirzungen: NVE= Native valveendocarditis, PVE= Prostheticvalveendocarditis, HF= Heart
failure, HACEK: Haemophilus Spezies, Aggregatibacter Spezies, Cardiobacteriumhominis,
Eikenellacorrodens, Kingella Spezies

Prioperatives und perioperatives Management

Vor der Operation wird eine Koronarangiographie bei Médnnern iiber 40 Jahren, bei
postmenopausalen Frauen und bei Patientlnnen mit mindestens einem
kardiovaskuldren Risikofaktor oder einer bekannten koronaren Herzerkrankung
empfohlen. Ausnahmen von diesen Empfehlungen konnen bei sehr groBenaortalen
Vegetationen wegen der Gefahr eines Abscherens durch den Katheter sowie in
Notfallsituationen gemacht werden. In solchen Situationen kénnen hochauflosende
Schichtbildverfahrendas Bestehen einer relevanten koronaren Herzerkrankung bei
himodynamisch stabilen Patientlnnen ausschlieBen (137).

Beim Vorliegen extrakardialer infektioser Foci, sollten diese nach Moglichkeit vor
einem herzchirurgischen Eingriff und vor Beendigung der antibiotischen Therapie

saniert werden (1,55).
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Die Verwendung einer intraoperativen TEE dient der Bestimmung der genauen
Lokalisation und des Ausmalles der Infektion sowie zur Beurteilung des operativen
Ergebnisses. AuBerdem wird die TEE =zur Durchfiihrung postoperativer

Nachfolgeuntersuchungen verwendet (138).

1.1.8  Prophylaxe/Privention

Das Ziel einer prophylaktischen Antibiotikagabe,bei Patientlnnen mit einer
Pradisposition fiir die Entwicklung einer IE, ist die Reduktion der Haufigkeit von
Bakteridmien und das Verhindern der Anlagerung von Bakterien am Endokard
wihrend transienter Bakteridmien, welche im Rahmen invasiver medizinischer
(meist zahnérztlicher) Eingriffe, aber auch bei alltdglichen Verrichtungen wie dem
Zihneputzen entstehen konnen (36,55). Viele Studien haben aber nur eine geringe
Effizienz einer prophylaktischen Antibiotika-Gabe gezeigt (29,139,140). Ein Grund
dafiir ist, dass die meisten IE-Félle nicht nach einem medizinischen (zahnirztlichen)
Eingriff auftreten und etwa 35% der Félle von einem Erreger verursacht werden,
welcher durch die gingige Antibiotikaprophylaxegar nicht erfasst wird (7).
Beziiglich dentaler Prozeduren zeigt die Hiufigkeit und Grofenordnung von
Bakteridmien keinen wesentlichen Unterschied zwischen zahnérztlichen Eingriffen
und Alltagsaktivititen wie Zdhneputzen oder dem Gebrauch von Zahnseide. Da
zahnérztliche Eingriffe nicht allzu hiufig vorkommen, ist die Exposition von
Endokarditis-empfanglichen  kardialen = Strukturen durch Bakteridmien mit
Mikroorganismen der Mundflora haufiger durch die oben genannten
Alltagsaktivititen verursacht, als durch eine Behandlung beim Zahnarzt (7,36). Eine
Studie aus dem Jahr 2009 hat gezeigt, das mangelhafte Mundhygiene und
Zahnfleischbluten nach dem Zihneputzen Risikofaktoren fiir die Entstehung von
Bakteridmien sind (141). Die Erhaltung einer guten Mundhygiene ist somit eine
ausgezeichnete Mallnahme in der Pridvention der IE (142).Weitere priventive
Hygienemaflnahmen wiren zum Beispiel Hauptpflege, Desinfektion von Wunden,
kurative Antibiotika-Therapien bei Infekten und regelméBige Kontrollen beim
Zahnarzt (55,143).

Im Jahr 2002 wurde laut den Empfehlungen aus Frankreich eine Restriktion der

Indikationen fiir eine antibiotische Prophylaxe bei Risikopatientlnnen eingeleitet
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(143). Dieser Trend in Richtung Reduktion oder sogar Weglassen einer
prophylaktischen Antibiotikagabe setzte sich in den darauffolgenden Jahren fort
(142). Das britische National Institute forHealthand Clinical Excellence (NICE) rét
zum Beispiel unabhéngig vom Risiko der Patientlnnen von einer antibiotischen
Prophylaxe bei zahnérztlichen sowie bei allen anderen invasiven Prozeduren ab.
Griinde dafiir sind das Fehlen einer starken Evidenzbasis, die niedrige Rate an IE,
welche durch zahnérztliche Prozeduren hervorgerufen wird und mdgliche
Nebenwirkungen einer Antibiotikatherapie (144). Die Richtlinie fiir IE der ESC aus
dem Jahr 2015 empfiehlt eine antibiotische Prophylaxe nur noch bei Patientlnnen,
welche das hochste Risiko fiir die Entwicklung einer IE aufweisen. Zu diesen
gehoren PatientInnen mit einer prothetischen Herzklappe, bereits durchgemachter IE
und solche mit einem angeborenenzyanotischen Herzfehler oder einem anderen, mit
Fremdmaterial korrigierten, kongenitalen Herzfehler. Eine Prophylaxe wird fiir
Behandlungen am Zahnfleisch, der periapikalen Zahnregion und bei submukosalen
Eingriffen im Mund empfohlen. Eine Bronchoskopie, Laryngoskopie, transnasale
oder endotracheale Intubation, Gastroskopie, Coloskopie, Cystokopie, vaginale
Geburt oder Sectio, eine TEE und FEingriffe, welche die Haut oder Weichteile
betreffen, verlangen keine antibiotische Prophylaxe (55,145).

Bei Patientlnnen, welche sich der Implantation eines Herzschrittmachers oder eines
Kardioverter-Defibrillators unterziehen, reduziert die prophylaktische Gabe von
Antibiotika vor der Implantation das Risiko einer nachfolgenden Infektion (146).

Als  PriventionsmaBnahme  zur  Verhinderung oder  Minimalisierung
katheterassoziierter Bakteridmiendient die Anwendung aseptischer Techniken und
die richtige Pflege im Umgang mit zentralen Venenkathetern sowie das friihzeitige

Entfernen dieser (22).
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Tabelle 6: Antibiotikaprohylaxe der ESCGuidelines fiir IE (aus (55))

Besonderheiten Antibiotikum Erwachsene* Kinder**
Keine Allergie auf Amoxicillin

Penicillin oder oder 2 gp.o. oderiv 50 mg/kg p.o. oder
Ampicillin Ampicillin 1L.v.
Allergie auf

Penicillin oder Clindamycin 20 mg/kg p.o. oder

o 600 mg p.o. oder i.v.

Ampicillin 1.v.

*, *#* Das Antibiotikum wird einmalig (gesamte Dosis) 30-60 Minuten vor dem Eingriff verabreicht.
Abkiirzungen: i.v.= intravends, p.0.= per os

1.2. Molekularbiologische Techniken in der Diagnostik der IE

1.2.1. Einleitung

Die IE wird anhand klinischer, echokardiographischer und mikrobiologischer
Parameter gemiBl der modifizierten Duke-Kriterien (79) diagnostiziert. Die
konventionellen = mikrobiologischen Diagnostikmethoden der IE  beruhen
hauptsédchlich auf dem Nachweis von Erregern mittels Kultur. Oft bleiben aber die
Blut- oder Klappenkulturen aufgrund einer vorausgegangenen Antibiotika-Therapie
oder beim Vorliegen von langsam wachsenden, intrazelluldren und schlecht
kultivierbarenKeimen negativ. Zur Uberbriickung dieser Einschrinkungen wurden
zur Detektion und Identifizierung der verursachenden Erreger molekularbiologische
Nachweisverfahren fiir Diagnostik der IE erprobt. Im Gegensatz zu den
konventionellen mikrobiologischen Nachweismethoden sind die modernen
molekularen Technikenkulturunabhéngig und basierenzum Beispiel auf der
Vervielfiltigung von Nukleinsduren der Mikroorganismen mittels Polymerase-
Kettenreaktion (PCR) und nachfolgender Sequenzierung des Amplifikats (147,148).
In weiterer Folge wird eine Genanalyse und der Abgleich der Ergebnisse mit
Datenbanken durchgefiihrt (149).

Die PCR beruht auf dem Prinzip der exponentiellen, enzymatischen Vermehrung

eines genau definierten Abschnittes der Desoxyribonukleinsdure (DNA) und ist die
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am haufigsten verwendete Technik unter den Amplifizierungsmethoden. Dabei
dienen jeweils die Reaktionsprodukte eines Zyklus als Matrize fiir die Vermehrung
im  nédchsten Zyklus. Durch die starke  Vermehrung  bestimmter
Nukleinsduresequenzenlassen sich diese leichter nachweisen.Fiir die PCR werden
zwei Primer, eine hitzestabile DNA-Polymerase und Nukleotidtriphosphate bendtigt
(148,150,151). Eine groBe technische Schwierigkeit stelltdie Kontamination der PCR
durch nachzuweisende DNA dar, die nicht von der Patientin/ vom Patienten stammt,
sondern aus anderen Proben (Kreuzkontamination) oder der vorherigen PCR
(Produktkontamination). Zum Nachweis der Nukleinsdure nach der Amplifikation
muss diese durch Gelelektrophorese und Anfiarben mit einem Fluoreszenzfarbstoff
sichtbar gemacht werden. Als Sequenzierung bezeichnet man das Ermitteln der
Abfolge der Basen in einem DNA-Amplifikat nach der Durchfiihrung der PCR
(150).

Viele Studien belegen in Bezug auf die Erregerdiagnostik mittels PCR
undSequenzierungeine hohe Sensitivitit dieser Techniken und somit eine potentielle
Verbesserung im Management der IE-Patientlnnen (147,152,153). Daraus profitieren
vor allem Patientlnnen mit kulturnegativer IE, besonders wenn diese durch eine
vorausgegangene Antibiotikatherapie bedingt ist (149,154). Aber auch in Fillen mit
positiven Blutkulturen und anderen zweifelhaften/ungewissenlE- Fillen ist diese
Methodein der Identifizierung der verursachenden Mikroorganismenniitzlich und
somit ein ergdnzendes Werkzeug in der Diagnostik dieser Erkrankung (148). Die
Extraktion der eubakteriellen DNA zur Vervielféltigung erfolgt aus dem im Rahmen
einer Operation entnommenen Herzklappengewebe oder aus dem Blut (153,155) der
Patientin/des Patienten. Die Identifizierung der Erreger aus den entnommenen
Herzklappen basierend auf PCR-Techniken ist eine sehr sensitive Methode und kann
in vielen unklaren IE-Fillen Aufschluss beziiglich der Atiologie geben (152,156).
Beziiglich der Erregeridentifizierung aus dem Blutder Patientlnnen mittels
molekularer Techniken berichtet eine Studie aus dem Jahr 2003. Dabei erfolgte die
Identifizierung der Mikroorganismen aus Blutproben der Patientlnnen mittels Septi
Fast-Test. Bei diesem Test handelt es sich um ein Breitspektrum ("broad-range"),
Echtzeit ("real-time") PCR-Testverfahren. Die Aufdeckung der Mikroorganismen
war vor allem bei negativen Blutkulturen aufgrund einer vorausgegangenen
Antibiotikatherapie erfolgreich. Fiir kulturpositive Blutproben zeigte sich dieser Test

weniger sensitiv als konventionelle mikrobiologische Methoden. Ein weiterer
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Nachteil war, dass dieses Testverfahren nicht die Gruppe der HACEK-Keime
beinhaltete (155).

Obwohl molekulare Techniken kulturunabhingig sind und somit in der Diagnostik
der IE von groBem Nutzen sein konnen, diirfen die Nachteile dieser Methoden nicht
auBBer Acht gelassen werden. Erhebliche Einschrinkungen ergeben sich aufgrund von
moglichen falsch positiven Ergebnissen bei Kontamination des verwendeten
Materials oder aufgrund von falsch negativen Befunden .Einen kritischen Schritt,
durch welchen es zu falsch negativen Ergebnissen kommen kann,stellt die Extraktion
der DNA dar. Wie effizient diese Extraktion durchgefiihrt wird, hdngt von der
verwendeten Extraktions-Technik, der Beschaffenheit der bakteriecllen Zellwand, der
Menge an Hintergrund DNA oder eukaryotischer DNA der Patientin/des Patienten,
der GroBe und Menge des zu amplifizierenden Fragments und vom Vorhandensein
von Inhibitoren ab. Auf der anderen Seite sind Amplifizierungstechniken sehr
anfillig fiir Kontamination. Verunreinigungen konnen durch die allgegenwiértige
Priasenz von kontaminierter bakterieller DNA entstehen, welche nicht nur in Gewebs-
oder Blutproben zu finden ist, sondern auch in den verwendeten Reagenzien,

Rohrchen oder auf Pipettenspitzen (148,149,157).

1.2.2. 16SribosomaleRibonukleinsiure(rRNA)- Sequenzierung

Die 16S rRNA ist die molekulare Hauptkomponente der kleineren
Untereinheitprokaryotischer Ribosomen (158). Das Gen fiir die Kodierung der 16S
rRNA befindet sich auf der ribosomalen DNA (16S rDNA) und besteht aus etwa
1550 Basenpaaren (159). Dieser Bereich des bakteriellen Genoms beinhaltet sowohl
hoch konservierte, bei fast allen Bakterien identische, Sequenzen wie auch variable
Bereiche, die jeweils fiir eine bestimmte Gruppe von Bakterien (z.B. eine Spezies)
charakteristisch sind (151,160). Da das 16S rRNA Genin allen Bakterien présent ist,
erlaubtdie Sequenzierungdes 16S-rDNA-Bereiches eine Identifizierung und
Typisierung (Klassifikation) von vielen Bakterien. Sequenziert werden PCR
Produkte. Dazu docken PCR-Primeran hoch konservierte Bereiche der rDNA an und
amplifizieren verschiedene Sequenzen des 16S rRNA Gens (161). Fiir die
Vervielfiltigung von DNA-Abschnitten stehen unterschiedliche Primer zur

Verfiigung (universelle und spezifische Primer) (162,163). Nach der Ermittlung der
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Nukleotidabfolgen ist ein Abgleich der Ergebnisse mit Datenbanken moglich, in
denen eine groe Anzahl an Sequenzen hinterlegt ist. Das 16S rRNA Gen ist das
bakterielle Gen mit den meisten, in einer Offentlichen Datenbank abrufbaren,
Sequenzen (148,151,159,164). Die Ergebnisse einiger Studien haben ergeben, dass
die 16S rRNA Sequenzierungbei der Identifizierung der Bakterien-Gattung in den
meisten Fillen (>90%) erfolgreich war. Die Bestimmung der Bakterienspeziesgelang
in 65-83% und in 1-14% der Félle blieben die Pathogene unentdeckt (165-167).
Probleme bei der genauen Identifizierung von Mikroorganismen mittels 16S rRNA
Sequenzierung ergeben sich aus folgenden Griinden:ungenaue oderzu wenig
hinterlegte Sequenzen in Datenbanken, manche Spezies weisen @hnliche oder
identische Nukleotidabfolgen auf (164). Die Resultate einer Studie, welche im Jahr
2012 verdftentlicht wurde, zeigen, dass die Sensitivitdt der Keimidentifizierung
mittels PCR mit nachfolgender 16S rRNA Sequenzierung von der Grofe des zu
sequenzierenden Genfragments beeinflusst wird.In dieser Studie wurde die DNA aus
Pleurafliissigkeit, einem Leberabszess und aus Eiterextrahiert (160).

Die 16S rRNA Sequenzierung ist eine niitzliche Untersuchungsmethode bei der
Detektion und Identifizierung von selten isolierten oder nicht ausreichend
beschriebenen Bakterien. AuBBerdem zeigt sie sich als erfolgreich in der Aufdeckung
von Mykobakterien, nicht oder schwer kultivierbarenMikroorganismen sowiein der
Detektion von Erregern, welche selten mit Infektionskrankheiten des Menschen
assoziiert sind (159,164).

Bei der Keimidentifizierung aus entnommenem Herzklappengewebe besteht die
Gefahr einer Kontaminationwéhrend der Fixation und Einbettung des Gewebes.Eine
Studieaus demJahr 2002 ergab, dass die Durchfiihrung einer PCR mit nachfolgender
Sequenzierung erschwert ist, wenn das zu untersuchende Gewebe vorher in Paraffin
eingebettet wurde (168). Aus diesen Griinden wurde eine retrospektive Studie
durchgefiihrt, welche die Ergebnisse einer 16S rRNA Sequenzierung als Methode zur
Keimidentifizierung aus Formalin-fixierten und in Paraffin eingebetteten
Herzklappen untersuchte. Im Rahmen dieser Studie wurde die DNA aus
Paraffinblocken extrahiert. Verwendet wurden 30 Paraffinblocke aus einem
Pathologiearchiv, welche zwischen 1994 bis 2005 gesammelt wurden. Es wurden nur
Paraffinblocke von Patientlnnen verwendet, bei denen eine histologisch gesicherte IE
bestand. Die Erregeridentifizierung war in 70% der Félle erfolgreich, wenn von

neueren Paraffinschnitten (nach 2001) die Rede war. Bei den élteren Paraffinblocken
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betrug die Erfolgsrate 40%. In 75% der Fille stimmten die Ergebnisse der 16S rRNA
Sequenzierung mit denen aus den Klappenkulturen iiberein. Obwohl die 16S rRNA
Sequenzierung in einer beachtlichen Zahl der Félle den Erreger richtig identifizieren
konnte, sollte diese Methode immer im Zusammenhangmit den Ergebnissen der
Gramfirbung aus den originalen Gewebsschnitten interpretiert werden (169).

Ein weiteresProblem bei der Anwendung molekulargenetischer Nachweismethoden
wie PCR oder Sequenzierungist, dass die bakterielle DNA auch nach einer
erfolgreichen  Antibiotika-Therapie im  Gewebe persistieren kann. Das
Vorhandensein der bakteriellen DNA im Gewebe bedeutet aber nicht zwangsldufig,
dass die Bakterien auch lebensfdhig sind. Diese Tatsache zeigt, dass die Detektion
von bakterieller DNA im Herzklappengewebe von Patientlnnen mit durchgemachter

IE mit Vorsicht interpretiert werden sollte (170).

1.2.3. Next-Generation Sequencing

Die Sequenzierung von Nukleinsduren ist eine Methode zur Ermittlung der exakten
Abfolge von Nukleotiden in einem DNA oder RNA Molekiil. In den spédten 1970er
Jahren wurden Methoden von Wissenschaftlern entwickelt, die eine einfache und
schnelle Bestimmung der Nukleotidsequenz jedes gereinigten DNA-Fragments
erlaubten. Dadurch wurde die Bestimmung der vollstindigen Nukleotidsequenzen
Hunderttausender Gene und die vollstindigen Genomsequenzen vieler Organismen
ermoglicht. Ein Bespiel dafiir ist das Humangenomprojekt. Nach 13 Jahren voller
Bestrebung und Kosten von 3 Milliarden Dollar wurde das menschliche Genom im
Jahr 2003 mittels First-Generation-Sequencing (= Sanger-Sequenzierung)vollstindig
entschliisselt. Die Sanger-Sequenzierung, welche auch Kettenabbruchmethode
genannt wird, wurde 1975 von Edward Sanger erfunden und galt fiir etwa 25 Jahre
als die Goldstandard-Methode fiir Sequenzierung von Nukleinsduren. Nach der
Entschliisselung des menschlichen Genoms stieg der Bedarf und die Nachfrage nach
kostengiinstigeren und schnelleren Sequenzierungstechniken. Dies filihrte zur
Entwicklung der Second-Generation-Sequecing oder auch Next-Generation
Sequencing (NGS) genannt.Mit dieser Sequenziertechnik konnen Hunderttausend bis
eine Millionen DNA-Fragmente aus nur einer Vorlage gleichzeitig sequenziert

werden. Dieses sogenannte "massive parallele Sequenzieren" (MPS) ermoglicht
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einen hohen Durchlauf an Sequenzierungen, wodurch ein gesamtes kleines Genom in
weniger als einemTag sequenziert werden kann (150,171,172). Ein weiterer Vorteil
der NGS ist, dass bei jedem Sequenzierschritt das sequenzierte Fragment
sichtbargemacht werden kann. Im Unterschied dazuwird bei der Sanger-Technik jede
einzelne DNA-Sequenz mit Didesoxyribonukleotiden angereichert, welche mit
einem fluoreszierenden Farbstoff markiert werden. Die Sequenzierung jeder
einzelnen solchen DNA-Sequenz wird beendet, bevordie markierten DNA-
Fragmente separiert und durch Kapillarelektrophorese sichtbar gemacht werden. Der
Nutzen in der Anwendung der NGS ist, dass diese Technik weniger DNA-Vorlagen
braucht, schneller arbeitet und kostengiinstiger ist (172). NGS findet in vielen
Bereichen der Biologie und Medizin Anwendung, sei es in der Forschung oder im
klinischen Alltag. Abhéngig vom Verwendungszweck konnen das gesamte Genom,
mitochondriale Genome oder bestimmte Gene sequenziert werden.

In den letzten zehn Jahren wurden verschiedene NGS-Plattformenentwickelt. Die
zwei am hdufigsten verwendeten Gerdte der NGS fiir Forschungszwecke und in
klinischen Labors sind "Life Technologies lon Torrent Personal Genom Machine
(PGM)" und "llluminaMiSeq" (171). Zwar weisen die verschiedenen Gerite
unterschiedliche Sequenziertechniken auf, aber der zugrundliegende Arbeitsablauf ist
bei allen Plattformen &hnlich. Die einzelnen Schritte des Arbeitsablaufs sind
folgende: Fragmentierung der DNA (die Fragmentlinge betrdgt 50 bis 20.000
Basenpaare), Erstellung einer Sequenzier-Bibliothek durch Bindung von Adaptern
(Oligonukleotide)an die Enden der Fragmente, Fixierung der Fragmenteiiber die
Adaptersequenz auf einer festen Oberfliche (z.B. Glasplatte), Amplifikation der
Fragmente mittels PCR zur besseren Detektion, Sequenzierung, Sichtbarmachen der
sequenzierten Fragmente und Datenanalyse(172). Die Technik von Ion Torrent PGM
basiert auf einer pH-vermittelten Sequenzierung. Eine DNA-Vorlage wird durch
sequentionellenNukleotideinbau komplementiert. Dabei kommt es durch den Einbau
eines Nukleotids zur Ausbildung einer kovalenten Bindung unter Freisetzung eines
Pyrophosphats und eines positiv geladenen Wasserstoffions.Der Einbau eines
Nukleotids durch eine DNA-Polymerase wird durch die Anderung des pH-Wertes,
ausgelost vom freigesetzten Wasserstoffion, detektiert. Zuvor wird die zu
sequenzierende DNAin Mikroreaktionskammern auf einen Halbleiterchip
gebracht.Bei der Illumina-sequencing-by-synthesis (SBS) - Methode werden

fragmentierte DNA-Vorlagen iiber spezifische Adaptoren kovalent an einen
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Glasobjekttrager (FlowCell) gebunden. Hier erfolgt die Sequenzierung zyklusweise
und nutzt reversible Terminatorchemie und fluoreszenzmarkierte Nukleotide. Dabei
wird in jedem Zyklus genau ein Nukleotid komplementdr zur DNA-Vorlage
eingebaut. Darauthin wird die Fluoreszenzgruppe abgespalten, das folgende
Lichtsignal detektiert und die Terminatorgruppeentfernt, damit im néichsten Zyklus

ein neues Nukleotid eingebaut werden kann (172,173).

Abbildung 3: Grundprinzip der NGS (aus (171))
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Limitationen der NGS

Fehlerkonnen bei jedem oben genannten Arbeitsschritt auftreten und jede Plattform
neigt zu Sequenzierfehlern unterschiedlichen AusmaBes. Einige Plattformen,
darunter auch das Ion Torrent PGM- Gerit, haben zum BeispielSchwierigkeitenbei
der genauen Sequenzierung von Homopolymeren, welche lingerals 8 Basenpaare
sind. Homopolymere sind Bereiche von sich wiederholenden Nukleotiden. Ein
weiterer problematischer Sequenzierbereich fiir viele Plattformen sind Regionen mit
einem hohen oder niedrigen Anteil an Guanin-Cytosin-Basenpaaren (174). Die

Fehlerrate der Illumina-Plattform betrdgt unter 0.4% und fiir die Ion Torrent-
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Plattform 1,78% (173). Dariliber hinaus konnen Sequenzierfehler durch die
Schéadigung und/oder Kontamination der DNA-Probe wéhrend der Konservierung,
zum Beispiel durch die Fixierung des Probematerials mit Formalin, entstehen (175).
Auch wihrend der Erstellung einer Sequenzierbibliothek durch Bindung von
Plattform-spezifischen Sequenzenan DNA-Fragmente kann es zuFehlern kommen,
welche zu Verdnderungen der Sequenzen oder zur Unterbrechung der Sequenz-Tags
fiihren konnen (176).

Eine weitere Herausforderung beim NGS ist die sinngemidBle Handhabung
vonMillionen bis Milliardenerzeugter Daten. Daflir wurden rechenintensive
Bioinformatik-Tools errichtet, welche fiir die Verwahrung der Daten sorgen, die
abgelesenen Daten abgleichen und Kommentare und Vermerke beinhalten. Ein
weiterer wichtiger Schrittist die Filterung der Daten durch Entsorgung abgelesener
Sequenzen mit niedriger Qualitdt. Dies filhrt zur Reduktion von groflen
Datenmengen. Dariiber hinaus gibt es zahlreiche Software-Programme fiir die
Datenanalyse. Falsch positive, wie auch falsch negative Sequenzierergebnisse
konnen zu Fehlernin der Datenabgleichung oder zu einer zu strengen oder zu milden
Filterung von Daten fiihren. Die Datenanalyse kann sehr aufwendig sein und benotigt
spezielles Wissen im Bereich der Bioinformatik, um die richtige Information aus den
Sequenzier-Daten herauszuholen. Als letztes sei die Kostenfrage erwdhnt. Obwohl
NGS billiger und zeitsparender als ihre Vorgingermethoden ist, sind NGS-
Plattformen fiir viele Labors nicht leistbar (171,172).
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2 Methoden

Im Rahmen dieser Diplomarbeit wurde eine retrospektive Datenanalyse von 21
Patientinnengemacht, bei denen eine Herzklappenoperation durchgefiihrt wurde.
Unter den PatientInnen befanden sich 14 Manner und 7 Frauen im Alter zwischen 22
und 84 Jahren, mit einem Durchschnittsalter von 61,1 Jahren. Alle PatientInnen
wurden im Zeitraum von April 2009 bis November 2014 auf der Klinischen
Abteilung fiir Herzchirurgie des Universititsklinikums Grazeinem chirurgischen
Eingriff unterzogen, bei welchem eine (zwei) Herzklappe/-nentnommen oder
rekonstruiert wurde/-n. Das entnommene Herzklappengewebe wurde am Institut fiir
Pathologie der Medizinischen Universitdt Graz histologisch untersucht und fiir den
Erregernachweismittels 16SrRNA Sequenzierung (NGS und Sanger-Methode)
verwendet. Das Ziel dieser Arbeit war, die Ergebnisseder routinemifBig
durchgefiihrten Blut- und Klappenkulturen, die Ergebnisse der histologischen
Untersuchung und die serologischen Befundemit den Ergebnissender 16S rRNA

Sequenzierung hinsichtlich des Erregernachweises/-identifizierung zu vergleichen.

Konventionelle mikrobiologische Diagnostikmethoden

Die Blutkulturen (aerob, anaerob) aller Patientlnnen wurden fiir 7 Tage im
Blutkulturanalyse Gerdt (BACTEC, Becton Dickinson, Heidelberg, Deutschland) im
Mikrobiologischen Labor der Universitétsklinikfiir Innere Medizinund am Institut fiir
Hygiene der Medizinischen Universitit Graz bei 37°C bebriitet. Positive
Blutkulturen wurden standardmifig bearbeitet. Bei zwei Patienten wurde eine
serologische Untersuchung zum Nachweis von Erreger-spezifischen Antikdrpern
durchgefiihrt. Ein Teil des entnommenen Herzklappengewebes wurde als natives
Material (ohne Formalin-Fixierung) an das Institut fiir Hygiene geschickt. Dort
wurde das Gewebe in ein fliissiges Medium eingelegt und fiir 5 Tage bebrtitet. Das
restliche Herzklappengewebe wurde inFormalin fixiert,in Paraffin eingebettet und
mittels histologischer Farbemethoden fiir die mikroskopische Untersuchung am

Institut fiir Pathologie vorbereitet.
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16SrRNAGen PCR und NGS

Am Institut fiir Pathologie wurde eine Breitspektrum-Identifizierung von
Bakterienmittels Amplifikation von eubakterieller DNA unter Anwendung der
universellen Primer (Oligonukleotide) SISFPL und 806R durchgefiihrt. Die
bakterielle DNA wurde aus Formalin-fixierten und in Paraffin eingebetteten
Herzklappengewebe extrahiert. Die Amplifikationsprodukte wurden mit Hilfe des
Ion Torrent NGS-Gerdts (Thermo Fisher Scientific) sequenziert, wobei die
Sequenziertiefe 30.000 Sequenzen im Durchschnitt pro Vorlage betrug. Die
Qualitéitspriifung und die Datenanalyse erfolgtenmittels Anwendung verschiedener
Software-Programme (DeconSeq, Acacia, Usearch und QIIME ((177-180)),welche
in der automatisierten 16S rDNA-Analyse-Plattform des NGS-Labors von Professor
Gorkiewicz und Professor Kashofer am Institut fiir Pathologie integriert sind. Um
kontaminierte 16S rRNA-Genfragmente aus den verwendeten Materialproben zu
identifizieren, wurde fiir jede Einzelprobe ein Paraffinleerwert ermittelt. Die
Sequenzen aus den kontaminierten Fragmenten wurden aus den Sequenz-Daten mit

Hilfe bioinformatischer Methoden entfernt.
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3 Ergebnisse

In 13 von 21 Fillen (61,9%) stimmte die 16S rRNA Sequenzierung in der
Erregeridentifizierung mit den Kulturen (Blut-,Klappen- und/oder Liquorkultur), den
Ergebnissen  einer  serologischen = Untersuchung  und/oder  mit  der
mikroskopischenUntersuchung des Herzklappengewebes tiberein. In 9 (Pat.Nr.:
1,2,3,5,8,10,13,14 und 21) von diesen 13 iibereinstimmenden Fillen konnte mittels
histopathologischer Untersuchung des entnommenen Herzklappengewebes das
Vorliegen einer IE gesichert/bestdtigt und ein Erreger identifiziert werden. 4 (Pat.Nr.:
6, 9, 15 und 16) der 13 {ibereinstimmenden Félle erwiesen sich als Negativkontrolle,
da hier nach Entnahme des Herzklappengewebes keine aktive IE mittels
histopathologischer Untersuchung nachgewiesen werden konnte. Dementsprechend
konnte in diesen Fillen mit Hilfe von Blut- und Klappenkulturen sowie in der
mikroskopischen Untersuchung des Gewebes mittels Spezialfirbung kein Erreger
nachgewiesen werden. Mittels 16S rRNA Sequenzierung wurden lediglich
Kontaminationskeime nachgewiesen.

6 von 21 Fillen (28,6 %) wurden bei der retrospektiven Analyse der Daten als unklar
eingestuft. Bei 4 davon konnte die Diagnose einer IE mittels histopathologischer
Untersuchungen nicht sicher gestellt werden. In 2 (Pat. Nr.: 11 und 12) von diesen 4
Fillen blieben die Blut- und Klappenkulturergebnisse, die Ergebnisse der 16S rRNA
Sequenzierung sowie die mikroskopische Untersuchung des entnommenen
Herzklappengewebes negativ. In den anderen 2 Féllen (Pat.Nr.:4 und 19) wurden
mittels Sequenzierung jeweils ein S. sanguinis und ein S.salivarius/ termophilus
detektiert. Die Blutkulturen zeigten in diesen 2 Féllen kein Erregerwachstum. In den
Klappenkulturen wurde nur in einem Fall (PatNr.: 4) ein Erreger
(Propionibacterium acnes) nachgewiesen.In den letzten 2 der 6 unklaren Fille
konnte histopathologisch zwar das Vorliegen einer IE gesichert, aber mittels Blut-
und Klappenkulturen sowie mit Hilfe der 16S rRNA Sequenzierung kein Erreger
bzw. nur Kontaminationskeime nachgewiesen werden. Bei Patientin Nummer
7wurden Umweltisolate mit einem 17%-igen Anteil an E.coli identifiziert. Patientin
wurde vor Abnahme der Blutkulturen fiir einige Tage einer Antibiotikatherapie
unterzogen. Bei der letzten Patientin (Nr.: 17) aus den 6 unklaren Féllen konnte in

vorherige Daten nicht eingesehen werden, da sie aus einem Krankenhaus auflerhalb
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der Steiermark ins Universititsklinikkum Graz iiberwiesen wurde. Die Blut- und
Klappenkulturen, welche am Universititsklinikum in Graz durchgefiihrt wurden,
konnten keinen Erreger nachweisen, obwohl mittels histologischer Untersuchung das
Vorliegen grampositiver Kokken auf dem entnommenen Herzklappengewebe
bestdtigt wurde.

In einem Fall (Pat.Nr.: 20) konnte nur mittels 16S rRNA der verursachende Erreger
nachgewiesen werden. Die Blut- und Klappenkulturen versagten in diesem Fall in
der Keimdetektion. Im histologischen Befund wurde eine neutrophil-granulozytire
Entziindung im  Bereich des Nahtmaterials der 2004 eingesetzten
Aortenklappenprothese beschrieben.

Bei einem Patienten (Nr.: 18) konnte mittels 16S rRNA Sequenzierung kein Erreger
nachgewiesen werden. Aus den Blutkulturen konnte in diesem Fall ein S.caprae
isoliert werden. Auch histopathologisch konnte eine IE gesichert werden und die
mikroskopische Untersuchung detektierte grampositive Kokken auf der

entnommenen Aortenklappe.
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Tabelle 7: Ergebnisse der unterschiedlichen Diagnostikmethoden

16SrRNA- Beurteilung/
Patient/-in Herzklappe Sequenzierung Blutkultur Klappenkultur Histologie Bemerkung
Ubereinstimmung
Positive Serologie auf
1 Aortenklappe Bartonella . . i ... | Bartonella henselae—
(m.47a) (nativ) quintana negativ negativ akute ulzero-polypdse Endokarditis Kreuzreaktion
Risikofaktor:
i.v.Drogenabusus
) Aortenklappe Koagulase- ulzero-polypdse Endokarditis + Ubereinstimmung
c1app Staphylococcus sp. negative negativ grampositive Kokken im . 1
(m,77a) (nativ) . Portakath als mogliche
Staphylokokken Herzklappengewebe nachweisbar .
Infektionsquelle
Ubereinstimmung
Aortenklappe Entziindung + Thrombenbildung + | Patientin wegen ZNS-
3 . Streptococcus . . . .
(w.78a) Mitralklappe aoalactiae negativ Negativ myxomatose Symptomatik (ZNS-
’ (nativ) e Klappenstromadegeneration Emboli als Folge der IE?)

ins KH eingewiesen —
positive Liqourkulturauf
S. agalacitae
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Unklar

. AKE aufgrund einer
4 Aortenklappe Streptococcus . Propionibacterium stark verkalkte Semllugarklap pe+ Aortenstenose?
(m,27a) (nativ) sanguinis negativ acnes Neovaskularisation+
’ postentziindliche Residuen Risikofaktor beherdete
Zihne
N . Ubereinstimmung
5 Aortenklappe Tropheryma . . ulzero—polypf)se EI}dokard} ts
(m,61a) (nativ) whipplei hegatty Negativ grampositive Stabchen m — positive Serologie auf
’ Herzklappengewebe nachweisbar . .
T. whipplei
6 Aortenklappe Umweltkeime Propioni- degenerativ verdnderte Negativkontrolle
(m.84a) (nativ)p P Kontaminatior; negativ bacterium Klappenanteile + Verkalkung+ (Propionibacterium in 1
’ acnes kein Nachweis einer Endokarditis Li(npie( Kon;;ﬁ;l;tion) ‘
Unklar
7 Trikuspidalklappe Umweltkeime . . akute, phlegmondse, teils — .
(w,31a) (nativ) (17 % E.coli) negativ Negativ abszedierende Endokarditis ?:gebif(ﬁliﬁizir?:fei
Blutkulturen
. . Ubereinstimmung (mit
8 Mitralklappe Aggregatibacter . . . o - .
(m,22a) (nativ) aphrophilus negativ Negativ akute Mitralklappenendokarditis Histologie)
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9

Aortenklappe

Negativkontrolle-

somiss | Ve | S i | iy | M Vel | Opeten vz
verstorben) (nativ) pp . . .
Mitralklappeninsuffizienz
10 Aqﬂenklap pe Slrepm('.o ccus sp- Streptococcus Streptokokken der floride Endokarditis bakterieller - o
Mitralklappe (S. oralis oder S. . o Ubereinstimmung
(m,36a) (nativ) mitis) sp. (S. oralis) Viridans-Gruppe Genese
Verkalkungen+ Degeneration des
. Klappenstromas+
(m161 4a) g(orltl:gg?p pee) Eﬁl‘ﬁﬁ;ﬁ; negativ Negativ teilweise akute, entziindliche Unklar
’ 4 PP Infiltrate einer Endokarditis
entsprechend
12 Aortenklappe Umweltkeime, . . hqchgradlg VerkalkFe
(m,74a) (Kunstklappe) Kontamination negativ Negativ Semilunarklappenanteile + Unklar
’ fibrindse Endokarditis
» akute ulzero-
13 Aqrtenklap pe Streptococcus sp. Streptococcus . polypdseMitralklappenendokarditis . L
Mitralklappe . sp. Negativ . . Ubereinstimmung
(w,68a) (nativ) (S. sanguinis) (S.mitis) + grampositive Kokken im
R Herzklappengewebe nachweisbar
14 Aortenklappe Staphylococcus Staphylococcus . . . - L .
(m,552) (Kunstklappe) aurens) warneri orens Negativ diskrete fokale Entziindung Ubereinstimmung
Negativkontrolle
15 Aortenklappe . . . Operation aufgrund
(m.65a) (nativ) Umweltkeime negativ Negativ Aortenklappensklerose hochgradiger
Aortenstenose
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16

Aortenklappe

Negativkontrolle

. Umweltkeime negativ Negativ Aortenklappensklerose Operation aufgrund einer
(m,59a) (nativ) & & PP p &
’ Aortenstenose
Unklar
akute ulzero- S
polypdseMitralklappenendokard- E:?;icﬁgnil?s ti? war
17 Mitralklappe . . . itis + Mitralklappensklerose L mog
. Umweltkeime negativ Negativ R Patientin wurde von
(w,79a) (nativ) + fokal fragliche in Haufchen cinem Krankenhaus
liegende grampositive Kokken in auBerhalb der
der Spezialfarbung nachweisbar .
Steiermarknach Graz
tiberwiesen
Mittels 16S rRNA-
Sequenzierung konnte
13 Aortenklappe Staphviococcus akute ulzerdse Endokarditis + kein Keim
(m.55a) Mitralklappe Kontamination P cc)zj e Negativ grampositive Kokken im identifiziert/nachgewiesen
’ (nativ) P Herzklappengewebe nachweisbar | werden
-> falsch negative 16S
rRNA
19 Mitralklanpe Streptococcus fokal chronisch aktive fibrindse
~app salivarius/ negativ Negativ Endokarditis + Herzklappenanteile Unklar
(m,82a) (nativ) . .
termophilus mit Sklerose
‘Mltralklappe: Flbrgse — Kulturnegative
Mitralklappeninsuffizienz, kein .
L . . Prothesenendokarditis —
Aortenklappe Hinweis auf eine Endokarditis R e
20 (Kunstklappe) . . Er.regen 1d¢111111z1erung
(w,68) Mitralklappe Enterococcus sp. negativ Negativ Aortenklappe: Nahtmaterial der mittels 16S rRNA
(nativ) K i(i?{ilaelngiset‘[zrtenhﬂ_ TEE — Abszesse an der
unstiiappe-neutrop Aortenwurzelsichbar

granulozytére Entziindung
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21
(m,67a)

Mitralklappe
(nativ)

Staphylococcus sp.

Staphylococcus
sp.

Negativ

ulzerdse Endokarditis

Ubereinstimmung

Abkiirzungen: m= minnlich, w=weiblich,a= Alter, TEE= Trans6sophageale Echokardiographie
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Die Blutkulturen detektierten in 6 von 21 Fillen (28,6 %) einen Erreger. In 5 dieser 6
Félle (83,3%) stimmten die Ergebnisse der Blutkulturenmit den Sequenzier-
Ergebnissen iiberein. Aus den Blutkulturen wurden folgende Erreger isoliert: KNS,
Streptococcus oralis, Streptococcus mitis, Staphylococcus aureus, Staphylococcus
caprae und ein nicht ndher bezeichneter Staphylokokkus. In den 5 Fillen, in denen
die 16S rRNA Sequenzierung und die Blutkulturen iibereinstimmten, konnte die 16S
rRNA- Methode in 3 Féllen (Pat.Nr.: 10, 13 und 14) die Bakterienspezies und in 2
Féllen (Pat.Nr.: 2 und 21) die Bakteriengattung identifizieren. Die Blutkulturen
konnten in 4 Fillen (Pat.Nr.: 2, 10, 13 und 14) die Bakterienspezies und in einem
Fall (Pat.Nr.: 21) die Bakteriengattung identifizieren.

Unter den Blutkultur-negativen Fillen wurde bei einer Patientin einige Tage vor
Abnahme der Blutkulturen eine antibiotische Therapie verabreicht. Daher blieben
wahrscheinlich die Blut- und Klappenkulturen negativ. In diesem Fall wurden mittels
Sequenzierung Umweltisolate mit einem 17%-igem Anteil an E.coli identifiziert. Bei
den Patientlnnen mit der Nummer 1,5,6,9 und 11 wurden vor dem operativen
Eingriff keine Blutkulturen abgenommen bzw. warenim Medocs keine Ergebnisse zu
finden. In diesen Féllen waren die Blutkulturen nach der Operation negativ.

Bei 2 von 21 Patientlnnen (9,5%) stimmten die Ergebnisse einer serologischen
Untersuchung (= Nachweis von erregerspezifischen Antikorpern) mit denen der 16S
rRNA Sequenzierung iiberein. Im ersten Fall (Pat.Nr.: 1) wurde Bartonella quintana
als Erreger identifiziert. Die serologische Untersuchung detektierte Antikorper (Titer
von 1:256) gegen Bartonella henselae. Dieser Patient zeigte als Risikoverhalten
intravendsen Drogenabusus. Im zweiten Fall (PatNr.: 5) wurde Tropheryma
whipplei als Erreger identifiziert. Auch hier wurden in der serologischen
Untersuchung Antikdrper gegen 7. whipplei nachgewiesen. Die Blut- und
Klappenkulturen blieben in diesen beiden Féllen negativ.

Bei einer Patientin wurde der verursachende Erreger (S. agalactiae) aus dem Liquor
kultiviert und stimmte mit demSequenzier-Ergebnis iiberein. Die Blut- und
Klappenkulturen blieben negativ. Diese Patientin wurde mit ZNS-Symptomatik
(globale Aphasie und Verdacht aus Insult) ins Krankenhaus eingewiesen. Bei sehr
hohen CRP-werten wurde eine Liquorpunktion durchgefiihrt und S.agalacatiae
nachgewiesen.

Die Klappenkulturen zeigten in 17 von 21 Féllen (81%) negative Ergebnisse und in 3

Féllen (14,3%) konnte ein Keim nachgewiesen werden. Dabei wurde in zwei Fillen
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(Pat.Nr.: 4 und 6) ein Propionibacterium acnes und in einem Fall (Pat.Nr.: 10) ein
Erreger aus der Viridans-Gruppe der Streptokokken isoliert. Beim Letzteren
stimmten die Blutkultur sowie die 16S rRNA Sequenzierung mit der Klappenkultur
iiberein. In den beiden Fillen, in denen ein P.acnes in der Klappenkultur
nachgewiesen wurde, erwies sich ein Fall als Negativkontrolle, da histologisch keine
Endokarditis gesichert werden konnte und die positive Klappenkultur hochst
wahrscheinlich auf eine Kontamination zuriickzufiihren ist. Im zweiten Fall mit
P.acnes wurde mittels Sequenzierung ein S. sanguinis identifiziert. In diesem Fall
blieb die Blutkultur negativ. Da in diesem Fall die Diagnose einer
[Emittelshistopathologischer Untersuchung nicht eindeutig gestellt werden konnte,
wurde erals unklar eingestuft.

In der mikroskopischen Untersuchung wurden im entnommenen Herzklappengewebe
mittels H/E-Farbungin 4 von 21 Féllen (19%) (Pat.Nr.: 2,13,17 und 18) Kokken
detektiert. Bei einem Patienten (Nr.: 5) wurden grampositive Stidbchen histologisch
auf der entnommenen Herzklappe nachgewiesen. In 3 Féllen (14,3%) (Pat.Nr.: 2, 5
und 13) stimmten die Ergebnisse der mikroskopischen Untersuchung mit den
anderen Nachweismethoden iiberein. Bei Patientin Nummer 17 zeigten alle anderen
Untersuchungsmethoden (16S rRNA Sequenzierung, Blut- und Klappenkultur)
keinen Erreger. Da diese Patientin aus einem Krankenhaus auBlerhalb der Steiermark
ins Universititsklinikum Graz liberwiesen wurde, konnte in vorherige Daten nicht
eingesehen werden. Beim Patienten Nummerl8 wurde zusétzlich zur
mikroskopischen Detektion von grampositiven Kokken in der Blutkultur S. caprae
nachgewiesen. Die 16s rRNA- Sequenzierung und die Klappenkulturen lieferten in

diesem Fall keinen Erregernachweis.
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4 Diskussion

Ziel dieser Diplomarbeit war es, die Ergebnisse des Erregernachweises mittels 16S
rRNA  Sequenzierung  aus  Herzklappengewebe  mit  konventionellen
Nachweismethoden (Blut- und Klappenkultur) in der Erregerdiagnostik der IE zu
vergleichen. Dabei wurden die Daten von 21 PatientInnenretrospektiv analysiert.

Die erfolgreiche Erregerisolierung aus Blutkulturen stellt einen der Grundpfeiler in
der Diagnostik der IE dar und ist von entscheidender Bedeutung fiir eine addquate
Therapieplanung und Resistenzbestimmung (7,36). Jedoch bleiben Blutkulturen, je
nach Angaben in der Literatur, in 2,5-31% der IE-Fille negativ (55,82). Griinde fiir
das Zustandekommen negativer Blutkulturen sind die Verabreichung von Antibiotika
vor Abnahme der Blutkulturen oder das Vorliegen von anspruchsvollen
Mikroorganismen, welche sich schwer oder gar nicht kultivieren lassen
(7,36,55,181). Zu diesen anspruchsvollen Mikroorganismen, welche eine IE auslosen
konnen, gehdren zum Beispiel Bartonella spp., HACEK-Keime, Coxiella burnetii, T.
whipplei, Brucella sp., Legionellen, Clostridien, Mycobakterien uvm. (7,71). In
dieser Diplomarbeit konnte anhand der retrospektiven Datenanalyse gezeigt werden,
dass die Methode der 16S rRNA Sequenzierung in der Identifizierung der
verursachenden Mikroorganismen in13 von 21 Fillen (61,9%) Féllen erfolgreich war
bzw. mit den anderen Nachweismethoden iibereinstimmte. Die Ergebnisse der 16S
rRNA Sequenzierung stimmten in 5 von 6 (83,3%) Féllen mit den positiven
Blutkulturen iiberein. Dariiber hinaus erwies sich dieselbe molekularbiologische
Methode in fiinf Fillen, in welchen die Blutkulturen negativ blieben, als erfolgreich
in der Identifizierung der verursachenden IE-Erreger. Somit konnte in diesen Fillen
anhand der Sequenzierergebnisse die richtige antibiotische Therapie eingeleitet
werden. Auch in anderen Studien konnte gezeigt werden, dass kulturunabhingige
Nachweismethoden wie die Sequenzierung der 16S rRNA eine niitzliche und
erginzende Technik in der Erregerdiagnostik einer IE sind, besonders beim
Vorliegen kulturnegativer Endokarditiden (153,182—-184).

Im Folgenden werden die einzelnen Fille/Patientlnnen aus Tabelle 6 nédher
diskutiert:

Beim Patienten Nummer lkonnte mittels 16S rRNA Sequenzierung der Erreger
Bartonella quintanaals Verursacher der [Edetektiert werden. Bereits vor mehr als 10

Jahren wurde in Studien der erfolgreiche Nachweis von Bartonellen mittels PCR und
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nachfolgender Sequenzierung der 16S rDNA durchgefiihrt (185,186). Die Blut- und
Klappenkulturen sowie die mikroskopische Untersuchung des entnommenen
Herzklappengewebes konnten in diesem Fall keinen Erreger nachweisen. Mittels
serologischer Untersuchung konnten Antikorper (Titer 1:256) gegen Bartonella
henselae detektiert werden. Gemeinsam mit Coxiella burnetii gehdren Bartonellen zu
den hiufigsten Erregern kulturnegativer Endokarditiden (71). Die Isolierung/der
Nachweis von Bartonellen mit Hilfe konventioneller Diagnostikmethoden bedarf
einer verldngerten Inkubation und speziellen Kultivierungsbedingungen. Aufgrund
dessen wird die Labordiagnose oft indirekt durch den Nachweis spezifischer
Antikorper gegen B. quintana und B. henselae durchgefiihrt. Dabei ist die
Serodiagnostik nicht unproblematisch. Es kann passieren, dass gewisse
Serotypennicht mit dem eingesetzten Antigen reagieren oder unspezifische
Reaktionen auftreten. Aulerdem kann nicht zwischen B. henselae und B. quintana
Antikdrpern unterschieden werden (Kreuzreaktion)(187,188).Die zwei héufigsten
Unterarten der Bartonellen, welche eine IE auslésen konnen sind B. quintana und B.
henselae (189,190). Bei B. quintana handelt es sich um ein gramnegatives Stibchen,
das zu einer intraerythrozytiren Bakteridmie fiihren kann. Dieses Bakterium ist der
Erreger des Wolhynischen Fiebers (= Schiitzengraben- oder Fiinftagefieber), welches
an unhygienische Lebensbedingungen gekniipft ist und wéhrend des ersten
Weltkrieges weit verbreitet war. Die Ubertragung erfolgt durch die Kleider- oder
Kopflaus. Die Ubertragung von Mensch zu Mensch erfolgt durch Liusekot, in
welchem sich die Erreger befinden und beim Kratzen in Epitheldefekte eingerieben
werden. B.qunitana-bedingte Bakteridmien und Endokarditiden werden seit Mitte der
1990-er hdufiger beobachtet und betreffen heutzutage insbesondere Menschen, die
unter schlechten hygienischen Bedingungen leben (zum Beispiel Obdachlose,
Drogenabhingige und Alkoholiker) oder immunsupprimierte Personen, wie zum
Beispiel HIV-Infizierte (151,191-194). Aus der Krankengeschichte des Patienten
Nummer 1geht hervor, dass die IE-assoziierten Beschwerden einen Monat nach
intravendsen Drogenkonsumbegonnen haben.

Als weiterer Vertreter von Mikroorganismen, welche eine kulturnegative IE ausldsen
konnen, wurde mit Hilfe der 16Sr RNA Sequenzierung beim Patienten Nummer 5 7.
whipplei identifiziert. Auch die serologische Untersuchung detektierte Antikdrper
gegen 7. whipplei. Die Blut- und Klappenkulturen konnten keinen Erreger

nachweisen. Dafiir konnten mittels mikroskopischer Untersuchung im
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Herzklappengewebe grampositive Stdbchen detektiert werden. Dieses Bakterium ist
durch ein besonders langsames Wachstum gekennzeichnet. Es ldsst sich nur in
Speziallaboratorien nach mehrmonatiger Kultur anziichten und nur durch
Spezialfarbungen (Periodsdure-Schiff-Farbung = PAS) im Mikroskop sichtbar
machen. Daher entwickelten sich PCR-basierte Methoden mit nachfolgender
Sequenzierung als Standardverfahren zum Nachweis dieses Bakteriums. Da T.
whipplei ein ubiquitidr in der Umwelt vorkommendes Stiabchenbakterium darstellt,
sollte ein molekulargenetischer Nachweis wegen der weiten Verbreitung dieses
Erregers mit Vorsicht interpretiert werden. Eine Infektion mit diesem Keim
verursacht den Morbus Whipple, eine als "intestinale Lipodystrohpie" beschriebene
seltene chronische Multisystemerkrankung. Im Zusammenhang mit der IE kann T.
whipplei eine schleichende, kulturnegative und afebrile Form verursachen
(7,151,195). Die Inzidenzrate der T.whipplei-Endokarditis ist noch nicht etabliert und
variiert von Land zu Land. In einem Zentrum in Marseille in Frankreich wurde eine
Inzidenz von 2,6 % beschrieben (196). Die Inzidenz in Deutschland liegt mit 6,3%
etwas hoher (197).

Beim Patienten Nummer 8 wurde mittels 16STRNA Sequenzierung Aggregatibacter
aphrophilus als Verursacher der IE detektiert. Das gramnegative Bakterium A.
aphrophilus (friher als Haemophilus aphrophilus bezeichnet) ist ein Besiedler im
humanen oberen respiratorischen Trakt und gehort zur Gruppe der HACEK-Keime
(Haemophilus Spezies, Aggregatibacter Spezies, Cardiobacterium hominis,
Eikenella corrodens, Kingella Spezies). 1,4 % aller IE-Fille werden durch HACEK-
Keime verursacht (68). Auch in diesem Fall blieben die Blut- und
Klappenkulturennegativ. Dies wird dadurch erkldrt, dass Erreger aus der HACEK-
Gruppe nicht auf herkdmmlichen, festen Néhrboden (zum Beispiel MacConkey-
Agar) flir gramnegative Bakterien wachsen und auf bluthaltigen Medien eine
mikroaerophile oder kapnophile Atmosphédre und eine verldngerte Inkubationszeit
(bis 10 Tage) benétigen (151). Eine IE, welche durch A. aphrophilus verursacht
wird, steht in 33 % der Félle im Zusammenhang mit dentalen Erkrankungen und in
20% der Fille mit einer Sinusitis oder einer Mittelohrentziindung. In der Mehrheit
der Fille ist die Mitralklappe betroffen, wie es auch beim Patienten Nummer 8 der
Fall war (198). In einer Studie wurde beschrieben, dass eine HACEK-Endokarditis

mit einem niedrigeren Durchschnittsalter als eine Non-HACEK-Endokarditis
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vergesellschaftet ist (199). Auch unser Patient warzum Zeitpunkt der
Diagnosestellung der IE erst 22 Jahre alt.

Bei der Patientin Nummer 3 war die Liquorkultur positiv auf S. agalactiae. Die
Patientin wurde wegen globaler Aphasie und Verdacht auf Insult auf die Neurologie
des Universititsklinikums Graz transferiert. Nach Ausschluss eines Insults und
aufgrund der hohen CRP-Werte wurde eine Liquorpunktion durchgefiihrt. Nach
einigen Tagen Krankenhausaufenthalt und Verschlechterung des Zustandes der
Patientin wurde eine TTE durchgefiihrt und der Verdacht auf eine Mitralklappen-IE
gestellt. Die Blutkulturen vom Aufnahmetag waren negativ. Nach der ersten
Abnahme von Blutkulturen am Aufnahmetag wurden der Patientin Antibiotika
verabreicht, sodass weitere Blutkulturen wahrscheinlich deswegen negativ blieben.
Mittels 16S  rRNA  Sequenzierung konnte aus dem entnommenen
Herzklappengewebe ebenfalls S. agalactiae identifiziert werden. Dieses
Bakteriumgehort zu den B-hdmolysierenden Streptokokken der Gruppe B und kann
bei Erwachsenen eine Reihe an Infektionen wie Endometritis, Pneumonie, Arthritis,
Puerperalinfektionen, Meningitis und Endokarditis auslosen (151). Mdoglicherweise
waren die ZNS-Beschwerden durch Emboli, welche im Rahmen einer IE durch
Verschleppung von Vegetationsfragmenten (7) auftreten konnen, verursacht worden,
da im Liquor sowie im Herzklappengewebe derselbe Erreger nachgewiesen wurde.
Bei der Patientin mit der Nummer 20 in Tabelle 6 wurden mittels 16S rRNA
Sequenzierung Bakterien aus der Gruppe der Enterokokken nachgewiesen. Eine
genauere Identifizierung des Erregers konnte nicht durchgefiihrt werden. Die Blut-
und Klappenkulturen blieben negativ. Die Patientin hatte bereits im Jahr 2004 eine
Aortenklappenprothese erhalten. Im Mérz 2010 wurde eine erneute Operation
durchgefiihrt, wobei die Aortenklappe reoperiert und die Mitralklappe
herausgenommen und ersetzt wurde. In der histopathologischen Untersuchung der
Mitralklappe konnte keine IE bestétigt werden. Im LKH West wurde aufgrund des
septischen Zustandbildes der Patientin mit Verdacht auf Endokarditis eine TEE
durchgefiihrt. Diese Untersuchung zeigte Abszesse an der Aortenwurzel und auch am
Nahtmaterial der Aortenklappenprothese konnte eine neutrophil-granulozytére
Entziindung nachgewiesen werden. Somit konnte die Diagnose einer kulturnegativen
Kunstklappenendokarditis gestellt werden, welche wahrscheinlich durch einen Keim
aus der Spezies der Enterokokken verursacht worden ist. Immerhin gehoren

Enterokokken zu den drei hdufigsten Erregergruppen einer IE (40). Dartiber hinaus
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wird in der Literatur beschrieben, dass intrakardiale Fremdkdrper ein
pradisponierender Faktor fiir die Entwicklung einer IE sind (7,36).

Von den 6 Fillen mit positiven Blutkulturen, stimmten die Ergebnisse der 16STRNA
Sequenzierung in 5 Fillen (83,3%) mit diesen iiberein. In diesen 5 Féllen wurden
ausschlieBlich grampositive Kokken detektiert. Unter ihnen fanden sich
Staphylokokken (KNS, S.aureus, S.warneri) und Streptokokken (S. agalactiae, S.
oralis/ mitis, S. sanguinis). Grampositive Kokken (Staphylokokken, Streptokokken,
Enterokokken) sind fiir etwa 80% der IE-Félle verantwortlich (40). Auch in dieser
Diplomarbeit konnte gezeigt werden, dass von den 11 Féllen, in denen ein
verursachender Mikroorganismus detektiert werden konnte, grampositive Erreger in
72,7% (8/11PatientInnen) der Félle fiir die IE verantwortlich waren.

Beim Patienten Nummer 14 wurde im Rahmen einer Kunstklappenendokarditis nach
Aortenklappenersatz in den Blutkulturen ein S. aureus detektiert. Die Labordiagnose
erfolgt bei S. aureus durch Anzucht des Keims auf Blutagar (151). Eine Studie,
welche sich mit der Detektion von Mikroorganismen mittels Blutkulturen
beschiftigte, hat gezeigt, dass S. aureus in ungefdhr 90% der Fille in der ersten
abgenommenen Blutkultur detektiert wird (200). In den Ergebnissen wurde
beschrieben, dass beim Patienten Nummer 14 mittels 16S rRNA Sequenzierung
neben S. aureus auch S. warneri detektiert wurde. S. warneri gehort zu den KNS und
konntein diesem Fall einen Kontaminationskeim darstellen, obwohl in der Literatur
auch Fille von S. warneri-bedingter IE beschrieben wurden (201). Andererseits
konnte auch eine Mischinfektion vorgelegen sein. Eine weitere Moglichkeit ist, dass
nur ein S. aureus die IE verursachte und durch die 16S rRNA Sequenzierung keine
eindeutige Identifizierung moglich war. Auch in anderen Studien konnte gezeigt
werden, dass mittels 16S rRNA Sequenzierung die Bakterienspezies nicht immer
eindeutig identifiziert werden kann (166,182,202). Griinde dafiir konnten zum
Beispiel dhnliche oder identische Nukleotidabfolgen mancher Spezies sein oder das
Vorliegen ungenauer oder zu wenig hinterlegter Sequenzen in Datenbanken (164)
.Das Problem dabei liegt darin, dass die eindeutige Speziesidentifizierung, abhingig
vom Erreger, von grofler Bedeutung fiir die Einleitung des richtigen Antibiotikums
ist. Zum Beispiel ist S. aureus in Osterreich meist Methicillin-sensibel und S.
warneri meist Methicillin-resistent.

Weitere Erreger, welche in den Blutkultur-positiven Fillen nachgewiesen wurden,

waren KNS. In einer groBBen Studie, welche im Jahr 2009 publiziert wurde, werden
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KNS als die zweithdufigsten Erreger der IE beschrieben (40). Vor allem bei
Infektionen, welche im  Zusammenhang mit der Verwendung von
Kunststoffimplantaten stehen, spielen KNS (besonders S. epidermidis) eine Rolle.
Laut Medocs-Angaben war der Patient Nummer 2 Triger eines komplett
implantierten zentralen Venenkatheters (= Portakath), welcher als mdgliche
Infektionsquelle gedient haben konnte. Auch bei KNS liegt der Schwerpunkt der
Labordiagnose in der Anzucht des Keims auf/in Basiskulturmedien. KNS sind
Hauptbestandteil der Hautfloraund treten haufig als Kontaminanten von
Untersuchungsmaterial in Erscheinung. Daher sollte beim Nachweis von KNS durch
enge Zusammenarbeit von KlinikerInnen und Mikrobiologlnnen geklart werden, ob
priadisponierende Faktoren fiir eine Infektion mit diesen Keimen vorliegen und ob
der Patient entsprechende klinische Zeichen aufweist (151).

Unter den Streptokokken wurden Vertreter der Viridans-Gruppe wie S. mitis, S.
oralis und S. sanguinis detektiert. Streptokokken der Viridans-Gruppe gehdren zur
physiologischen Schleimhautflora des Menschen und konnen eine Endocarditis lenta
und Karies verursachen. Eine Endocariditislenta (=subakute Endokarditis) kann
durch eine voriibergehende Bakteridmie nach kleinen Verletzungen im Mund, nach
Zahnextraktionen oder Taschensanierungen bei entsprechenden Risikofaktoren
(vorgeschiddigte Herzklappen) entstehen. Der Schwerpunkt in der Labordiagnostik
liegt in der Anziichtung der Erreger aus Blutkulturen (151).

Im Rahmen dieser Diplomarbeit konnte in einem Fall (Pat.Nr.: 18) kein
Erregernachweis mittels 16S rRNASequenzierung erfolgen. In diesem Fall wurde
mittels Blutkulturen S. caprae identifiziert und auch in der mikroskopischen
Untersuchung des Herzklappengewebes konnten grampositive, in Haufchen liegende
Kokken nachgewiesen werden.In einer bereits zitierten Studie (203) konnte S.caprae
mittels 16S rDNA Sequenzierung ebenfalls nicht nachgewiesen werden. Auch in
diesem Fall erfolgte der Erregernachweis mittels Blutkultur und mikroskopischer
Untersuchung des Herzklappengewebes. S.caprae gehort zu den KNS und wurde
erstmals aus der Milch von gesunden Ziegen isoliert. Obwohl S. caprae unter den
Vertretern der KNS im Gegensatz zu anderen Vertretern dieser Art, wie S.
epidermidis oder S. lugdunensis, als klinisch weniger relevant eingestuft wurde, gibt
es dennoch Fille, in denen S. caprae in Verbindung mit Knochen- und
Gelenksentziindungen, Bakteridmien, Sepsis, Meningitis und Endokarditis gebracht

wird (151,151,204-208). Griinde fiir das Versagen der 16S rRNA Sequenzierung in
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der Detektion von Bakterienkonnen vielseitig sein. Ein kritischer Schritt, welcher fiir
die Durchfiihrung einer PCR mit nachfolgender Sequenzierung unabdingbar ist und
zu falsch negativen Ergebnissen fithren kann, ist die Extraktion der DNA aus der
verwendeten Gewebsprobe.Wie effizient die Extraktion der DNA durchgefiihrt wird,
hingt von der verwendeten Extraktions-Technik, der Beschaffenheit der bakteriellen
Zellwand, der Menge an Hintergrund DNA oder eukaryotischer DNA der
Patientin/des Patienten, der GroB3e und Menge des zu amplifizierenden Fragments
und von der Anwesenheit von Inhibitorenab (148).

Beim Patienten Nummer 4 wurde mittels Sequenzierung neben Umweltkeimen
(Kontaminationskeimen) mit einem 17%-igem Anteil S. sanguinis detektiert. Die
Blutkulturen blieben negativ. In der Klappenkultur wurde ein P. acnes
nachgewiesen. Die Ergebnisse dieses Falles waren insofern schwierig zu
interpretieren, als mittels histopathologischer Untersuchung eine IE nicht eindeutig
gesichert werden konnte. S. sanguinis gehort zur Gruppe der vergriinenden
Streptokokken und wird in der Literatur als Verursacher einer Endocarditis lenta, vor
allem bei Personen mit einer Herzklappenschddigung, beschrieben (151,209). Bei
diesem Patienten wurden in derhistopathologischen Untersuchung des entnommenen
Herzklappengewebes stark verkalkte Klappenanteile und postentziindliche Residuen
beschrieben. Moglicherweise lag bei diesem Patienten eine abgelaufene Endokarditis
durch Streptokokken vor.

Bei der Patientin Nummer 7 wurde fiir einige Tage vor Abnahme der Blutkulturen
eine Antibiotikatherapie verabreicht, sodass deswegen wahrscheinlich die
Blutkulturen negativ blieben. Aber auch mit Hilfe der 16S rRNA Sequenzierung
konnte kein eindeutiger Erreger nachgewiesen werden. Es  wurden
Kontaminationskeime wie Aeromonas spp., Moraxella spp., Pseudomonas spp. und
mit einem 17 %-igem Anteil E.coli detektiert. Laut der histopathologischen
Untersuchung lag eine akute, phlegmondse und teils abszedierende Endokarditis vor.
In einemArtikel, welcher im Jahr 2006 publiziert wurde (149), wurde beschrieben,
dass kulturunabhingige Methoden wie die PCR mit nachfolgender Sequenzierung
von bakterieller DNA vor allem in kulturnegativen IE-Fillen aufgrund einer
vorausgegangenen Antibiotikatherapie niitzlich fiir einen Erregernachweissein
konnen.In unserem Fall konnte jedoch kein (eindeutiger) Erreger nachgewiesen
werden. Das Versagen eines eindeutigen Erregernachweises konnte in diesem Fall

zum Beispiel durch eine Kontamination der verwendeten Gewebsprobe bedingt
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gewesen sein. Amplifizierungstechniken wie die PCR sind sehr anfillig fiir
Kontamination. Verunreinigungen konnen durch die allgegenwirtige Prdsenz von
kontaminierter bakterieller DNA entstehen, welche nicht nur in Gewebsproben zu
finden ist, sondern auch in den verwendeten Reagenzien, Réhrchen oder auf
Pipettenspitzen (148,149,157).

Beim Patienten Nummer 19 wurde mit Hilfe der 16S rRNA Sequenzierung ein S.
salivarius/ termophilus identifiziert. Die Blut- und Klappenkulturen blieben negativ.
Auch in der mikroskopischen Untersuchung konnte kein Erreger nachgewiesen
werden. Die histopathologische Untersuchung ergab das Vorliegen einer fokalen,
chronisch aktiven fibrindsen Endokarditissowie Herzklappenanteile mit Sklerose. In
einer Studie wurde S. salivarius in nur einer aus 6 Blutkulturen isoliert. In diesem
Fall wurdenauch  mittels mikroskopischer = Untersuchung Kokken im
Herzklappengewebe detektiert. Der Erreger konnte letztendlich mittels 16S rDNA
Sequenzierung identifiziert werden (147). S. salivarius gehort zur Viridans- Gruppe
der Streptokokken und wird in der Literatur als mdglicher Erreger einer IE
beschrieben (211-213). Ob bei unserem Patienten nun wirklich eine IE, verursacht
durch S. salivarius/ termophilus, vorgelegen ist, kann nicht mit Sicherheit gesagt
werden, wére aber moglich, da in der Histologie Anteile einer IE zu sehen waren.

Bei der Anwendung der 16S rRNA Sequenzierungfir den Nachweis von
Erregernsind die Limitationen dieser Technikzu beriicksichtigen. Bei einer
Kontamination des verwendeten Untersuchungsmaterials kann es zur
Verzerrung/Verfalschung der Ergebnisse kommen. Verunreinigungen kénnen durch
die allgegenwirtige Prasenz von kontaminierter bakterieller DNA entstehen. Bei der
Keimidentifizierung aus entnommenen Herzklappengewebe besteht die Gefahr einer
Kontamination wéhrend der Fixation und Einbettung des Gewebes (168). Ein
ebenfalls kritischer Schritt, welcher zu falsch negativen Ergebnissen fiithren kann, ist
die Extraktion der DNA aus der Gewebsprobe. Wie effizient diese Extraktion
durchgefiihrt wird, hingt zum Beispiel von der verwendeten Extraktions-Technik,
der Beschaffenheit der bakteriellen Zellwand, der Menge an Hintergrund DNA oder
eukaryotischer DNA der Patientin/des Patienten oder der Grof3e und Menge des zu
amplifizierenden Fragments ab (148,157). Bei der Anwendung neuerer
Sequenziertechniken wie  der NGS  konnen Sequenzierfehler bei jedem

Arbeitsschritt entstehen und zu einer Verfialschung der Ergebnisse fithren (173—-175).
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Alle diese Limitationen konnen Schwierigkeiten bei der richtigen Interpretation der
Ergebnissebereiten.

Ein weiteres Problem der 16S rRNA Sequenzierung besteht darin, dass mit Hilfe
dieser Methode die Bakterienspezies nicht immer eindeutig identifiziert werden
kann. In jenen Féllen (Pat.Nr.: 2, 10, 13, 14 und 21), in denen die 16S rRNA
Sequenzierung mit den Blutkultur- positiven Féllen iibereinstimmte, konnten die
Blutkulturen in 4 Fillen und die 16S rRNA Sequenzierung in 2 Féllen die
Bakterienspezies eindeutig identifizieren. In den Blutkultur-negativen Féllen konnte
die Sequenzier-Methode in 6 von 15 Fillen eindeutig die Bakterienspezies
identifizieren.Die Resultate aus einer begrenzten Anzahl an Studien haben ergeben,
dass die 16S rRNA Sequenzierung bei der Identifizierung der Bakterien-Gattung in
den meisten Fillen (>90%) erfolgreich war. Die Bestimmung der Bakterienspezies
gelang in 65-83% der Fille. Probleme bei der genauen Identifizierung von
Mikroorganismen mittels 16S rRNA Sequenzierung kénnen zum Beispiel aufgrund
ungenauer oder zu wenig hinterlegter Sequenzen in Datenbanken oder wegen
dhnlicher oder identischer Nukleotidabfolgen mancher Spezies entstehen (164—
167,213). Eine weitere Studie hat ebenfalls die Ergebnisse der Erregeridentifizierung
mittels 16S rRNA Sequenzierung mit den Ergebnissen konventioneller
Nachweismethoden verglichen. Dabei hat sich gezeigt, dass mit Hilfe der 16S rRNA
Sequenzierung in 4 von 18 Fillen eine eindeutige Speziesidentifizierung moglich
war. Die Blutkulturen konnten in 11 von 18 Fillen die Bakterienspezies eindeutig
identifizieren (182). Obwohl die Identifizierung der Bakterienspezies fiir das
Management der IE in den meisten Féllen von geringerer Bedeutung ist als die
Identifizierung der Bakteriengattung, so kann sie in manchen Féllen substantiell fiir
die Einleitung des addquaten Therapieschemas sein (203). Ein Beispiel dafiir wére
der Patient Nummer 14. In seinem Fall konnte mittels 16S rRNA Sequenzierung S.
aureus als auch S. warneri identifiziert werden.Mit den alleinigen Ergebnissen der
16S rRNA Sequenzierung wire es in diesem Fall schwierig gewesen die addquate
Therapie einzuleiten, da S. aureus in Osterreich in den meisten Fillen Methicillin-
sensibel und S. warneri hdufig Methicillin-resistent ist. In diesem Fall konnte aus der

Blutkultur S. aureus identifiziert werden.
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Conclusio

Die Ergebnisse der 16S rRNA Sequenzierung stimmten in 13 von 21 Féllen (61,9%)
mit den Ergebnissen der anderen Diagnostikmethoden (Blut- und Klappenkultur,
Liquorkultur, serologische Untersuchung, mikroskopische Untersuchung) iiberein.
Aus der Auswertung der Daten geht hervor, dass die 16S rRNASequenzierung eine
niitzliche Methode fiir den Erregernachweisbei kulturnegativen Endokarditiden ist.
Vor allem dann, wenn die Ursache fiir negative Blutkulturen das Vorliegen von
anspruchsvollen Mikroorganismen (zum Beispiel 7. whipplei, B. quintana, A.
aphrophilus) ist, welche sich nur unter besonderen Bedingungen kultivieren lassen,
besonders langsam wachsen oder intrazelluldr vorliegen. In den kulturpositiven
Fillen stimmten die Ergebnisse der 16S rRNA Sequenzierung in 83,3 % (in5 von 6
Fillen) mit den Ergebnissen der Blutkulturen iiberein. Obwohl sich die 16S rRNA
Sequenzierung als eine niitzliche Technik in der Erregeridentifizierung erwiesen hat,
kann auf konventionelle Methoden in der Diagnostik der IE nicht verzichtet werden.
Vor allem die Erstellung eines Antibiogramms zur Resistenzbestimmung der Erreger
ist fir den gezielten Einsatz der Antibiotika unerldsslich. AuBerdem sollten beim
Einsatz der 16S rRNA Sequenzierung die Limitationen (Schwierigkeiten bei der
Speziesidentifzierung, potentielle Kontamination der Probe) dieser Methode nicht
auller Acht gelassen werden. Um diese Limitationen zu iiberbriicken ist bei der
Interpretation der Sequenzierergebnisse eine enge Zusammenarbeit von
Spezialistinnen aus den Fichern der Infektiologie, Pathologie, Mikrobiologie und

Kardiologie erforderlich.
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