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Zusammenfassung

Hintergrund: Aufgrund steigender Inzidenz und Mortalitdt wurde Sepsis von der WHO
2017 zu einer globalen Gesundheitsbedrohung erklirt. Eine addquate antiinfektive Thera-
pie ist eines der Schliisselelemente, um die Mortalitdt von Betroffenen zu senken. Die
Pléttchendiffusionsmethode ist aufgrund ihrer einfachen Durchfiihrung weit verbeitet. Die
neue Methode der EUCAST (European Committee on Antimicrobial Susceptibility Tes-
ting) ermoOglicht Aussagen iiber Resistenzen bereits nach vierstiindiger Inkubation. Ziel
dieser Studie ist die Evaluierung der neuen EUCAST Methodik sowie deren Einfluss auf

die antimikrobielle Therapie zu bewerten.

Methoden: Von 16.01.2019 bis 23.05.2019 wurden Blutkulturen von 50 Patientinnen und
Patienten des Universitétsklinikums fiir Innere Medizin Graz untersucht. Blutkulturen
wurden geméil der neuen EUCAST Methodik bearbeitet. Die Erregeridentifikation erfolgte
nach vierstiindiger Inkubation auf der Agarplatte mittels MALDI-TOF MS. Hemm-
hofdurchmesser nach vier-, sechs- und 24-stiindiger Inkubation wurden vermessen und
entsprechend der geltenden EUCAST-Richtlinien interpretiert. Zusétzlich wurde eine Tes-
tung mittels Vitek 2 durchgefiihrt. AnschlieBend wurden die Ergebnisse verglichen. Ein
infektiologisches Begutachtung erfolgte am selben Tag. Therapiednderungen im Zuge des

Konsils wurden erfasst und mit der urspriinglichen antimikrobiellen Therapie verglichen.

Ergebnisse: Escherichia coli (n=20; 40,0 %) und Staphylococcus aureus (n=17; 34,0 %)
wurden am hiufigsten nachgewiesen. 207 von 582 Messwerten (35,6 %) konnten aufgrund
eines nicht eindeutigen oder nicht interpretierbaren Hemmhofdurchmessers nicht verwertet
werden. Nach vier Stunden waren 146 (50,0 %) Ergebnisse nicht verwertbar und nach
sechs Stunden 61 (21,0 %). Bei Vergleich der RAST-Methode mit der Standardpléttchen-
diffusionsmethode konnten 12 Diskrepanzen (4,0 %) festgestellt werden. Ein GroBteil die-
ser Werte basierte auf falschen Messergebnissen nach vierstiindiger Inkubation. Im Zuge
von 37 Konsilen und zwei telefonischen Konsilen wurde die antimikrobielle Therapie in 17

Fillen geéndert und 14 klinisch-diagnostisch relevante Ma3inahmen eingeleitet.

Diskussion: Die RAST-Methodik zeigte nach vierstiindiger Inkubation eine relativ geringe
Aussagekraft, weil eine hohe Anzahl an nicht verwertbaren Ergebnissen und eine hohe
Zahl an Diskrepanzen auftraten. Nach sechsstiindiger Bebriitungsdauer hingegen konnten
sehr gute Ergebnisse, vor allem bei E. coli, erzielt werden. Ob durch die RAST-Methode

die Mortalitit gesenkt werden kann, muss durch weitere Studien evaluiert werden.
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Abstract

Background: Sepsis has been declared a world health priority from the WHO due to rising
incidence and mortality. Administration of effective antibiotic therapy is a key element in
order to reduce mortality of affected people. Disk diffusion methods are still a diagnostic
gold standard, because they are easy to perform and have a high sensitivity. With the new
method of EUCAST (European Committee on Antimicrobial Susceptibility Testing) re-
sults of antimicrobial susceptibility testing are available as early as four hours after blood
culture positivity. The aim of this study is to evaluate the new method of EUCAST and to

assess its influence on antimicrobial therapy.

Methods: From 16.01.2019 until 23.05.2019 blood cultures from 50 patients of the univer-
sity hospital of Internal Medicine in Graz have been collected. After positivity, blood cul-
tures have been processed according to the new EUCAST method. Identification of bacte-
ria was performed four hours after incubation on an agar plate via MALDI-TOF MS. Zone
diameters were read and interpreted according to EUCAST guidelines after incubation of
four, six and 24 hours. Additionally, susceptibility testing with Vitek 2 was performed. The
results were compared. Subsequently, an infectious disease consultation was performed on
the same day. Changes in antimicrobial therapy were noted and compared with the original

therapy afterwards.

Results: Escherichia coli (n=20; 40,0 %) and Staphylococcus aureus (n=17; 34,0 %) have
been the most frequently detected bacteria. 207 of 508 measured values (35,6 %) obtained
no information, because of an uncertain zone diameter or a not interpretable diameter. Af-
ter four hours of incubation 146 results obtained no information (50,0 %), but only 61
(21,0 %) did so after six hours of incubation. 12 discrepancies in comparison of RAST and
traditional disk diffusion were detected. Most of the discrepancies are based on wrong re-
sults after four hours of incubation. In the course of 37 infectious disease on-bed consulta-
tions and two telephonic consultations, antimicrobial therapy was changed in 17 patients

and 14 clinic-diagnostic steps were initiated.

Discussion: The RAST-method has poor valadity after four hours of incubation, because
of a high number of measurements with lack of information and a high number of discrep-
ancies. However, results after six hours of incubation show a good performance, especially

with E. coli. The effect of this method on mortality has to be evaluated in further studies.
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1 Einleitung

Aufgrund steigender Inzidenz und Mortalitit wurde Sepsis von der WHO 2017 zu einer
globalen Gesundheitsbedrohung erklirt. (8,9) Eine addquate, empirische antiinfektive The-
rapie ist eines der Schliisselelemente, um die Mortalitit von Betroffenen zu senken.
(7,54,56) Ist der Nachweis eines pathogenen Erregers z.B. aus der Blutkultur gelungen,
soll die antimikrobielle Therapie entsprechend der Sensibilititstestung angepasst oder auch
deeskaliert werden. Zum jetzigen Zeitpunkt ist die Sensibilititstestung jedoch mit einer
relativ langen Wartezeit, von ungefiahr 48 Stunden, behaftet und diese kann je nach Erreger

variieren.

Seit 2018 kann bei manchen Erregern durch die beschleunigte Sensibilitdtstestung von
Blutkulturen nach EUCAST (European Committee on Antimicrobial Susceptibility Tes-
ting) eine wesentliche Verkiirzung der Wartezeit erreicht werden. Dadurch kdnnen Resis-
tenzbildungen vermindert, Nebenwirkungen sowie Toxizititen reduziert (16) und womog-

lich auch das Outcome der Patientinnen und Patienten optimiert werden.

1.1 Bakteriamie und Sepsis

Unter einer Bakteridmie versteht man das voriibergehende Auftreten von lebensfahigen
Bakterien in der Blutbahn, ,,wobei es definitionsgemiBl weder zur Vermehrung der Bakte-
rien im Blut noch zur Absiedelung der Infektion in andere Organe kommt.“(1) Ein Uber-

gang in eine Sepsis ist allerdings moglich. (1,2)

Hippokrates hat den medizinischen Begriff der Sepsis eingefiihrt, der sich vom griechi-
schen Wort ,,sipsi“ ableitet und Féaulnis bedeutet. (3) Im Laufe der Jahrhunderte hat sich
die Definition der Sepsis, vor allem bedingt durch die Keimtheorie von Erkrankungen und
Durchbriiche in der Bakteriologie, mehrmals veréndert. Diese Entwicklungen fiihrten zur
Ansicht, dass eine Sepsis durch pathogene Mikroorganismen, die sich iiber den Blutstrom
verteilen und zu einer systemischen Entziindung fiihren, verursacht wird. Die Entdeckung
von Endotoxinen und die Applikation von Antibiotika zeigten allerdings, dass die Patho-

physiologie der Sepsis komplizierter ist, als diese Theorie annimmt. (4,5)




2016 wurde der Begriff Sepsis neu definiert, nimlich als eine lebensbedrohliche Organdys-
funktion, die durch eine Dysregulation der Wirtsantwort auf die Infektion versursacht wird.
Organdysfunktionen werden mittels Sequential-Organ-Failure-Assessment-Score (SOFA-
Score) evaluiert. Die Systemic-Inflammatory-Response-Syndrom-Kriterien (SIRS-
Kriterien), die man vor 2016 zur Diagnostik herangezogen hat, werden heute aufgrund
mangelnder Sensitivitit und Spezifitit nicht mehr verwendet. (6,7) Diese weisen lediglich
auf eine Inflammation im Allgemeinen hin und sind somit Zeichen einer addquaten Wirts-
antwort. Die Pathophysiologie der Sepsis ist jedoch weitaus komplexer, wie die oben ge-
nannte Definition bereits zeigt. Im Zuge dieser neuen Definition wurde der Terminus
»Schwere Sepsis® — frither definiert durch Vorhandensein einer Sepsis und Auftreten von

Orgayndysfunktion(en) — fiir obsolet erklért. (7)

Der Begriff des septischen Schocks wurde ebenfalls neu definiert als Teil der Sepsis, bei
dem es aufgrund von Stérungen von Kreislauf und zelluliren Metabolismus zu einer Erho-
hung der Mortalitdt im Vergleich zur Sepsis kommt. Diese Patientinnen und Patienten
konnen durch eine persistierende, vasokonstriktorpflichtige Hypotonie mit einem MAP
(Mean Arterial Pressure) von hochstens 65 mmHg und einer Erhdhung des Serumlaktats

iiber 2 mmol/L — trotz ausreichender Volumensubstitution — identifiziert werden. (7)




1.1.1 Epidemiologie

2017 erklarte das World Health Assembly (WHA), das entscheidungsfillende Organ der
World Health Organization (WHO), Sepsis zu einer globalen Gesundheitsbedrohung. Un-
gefdhr 31 Millionen Menschen erkranken weltweit jéhrlich an einer Sepsis, 6 Millionen
davon versterben daran. Viele dieser Tode sind vermeidbar. Aufgrund dieser hohen Zahlen
und einer deutlich steigenden Inzidenz der Erkrankung in den Industriestaaten wurde diese
Resolution der WHA, initiert durch die Global Sepsis Alliance (GSA), verdffentlicht. Ziele
dieser Resolution sind unter anderem Prévention von Infektionen durch die Férderung von
Handhygiene, die Verbesserung von Hygienestandards und den verbessertenr Zugang zu
Impfungen, sowie besseres Training fiir behandelnde Arztinnen, Arzte und Laien sowie
Sensibilisierung der Bevdlkerung fiir Infektionskrankheiten und deren mogliche Progressi-
on zur Sepsis. Ebenfalls wird auf die korrekte Verwendung von antibiotischen Substanzen
sowie auf die Entwicklung und Forderung von Antimicrobial Stewardship Programms zur

Reduktion von bakteriellen Resistenzen hingewiesen. (8,9)

1992 zeigten Bone et al., dass Sepsis die haufigste Todesursache auf nicht-kardiologischen
Intensivstationen ist. (10) Dies kann natiirlich nicht analog auf das Jahr 2019 tibertragen
werden, da sich die Definition der Sepsis seit damals schon mehrmals geéndert hat und vor
dem 3. Internationalen Sepsis Konsensus (Sepsis 3) mehrere Definitionen und Terminolo-
gien gebrduchlich waren. (7) Epidemiologische Daten zur Sepsis, vor allem Daten zur In-
zidenz, weisen grof3e Diskrepanzen auf. Eine Steigerung der Inzidenz kann jedoch festge-
stellt werden. (7,11,12) Dies fiihrt man unter anderem auf eine dlter werdende Gesellschaft

mit mehr Komorbidititen sowie auf ein besseres Erkennen der Erkrankung zuriick. (7)

Analog zur Inzidenz kann die Mortalitdt von Sepsis nicht genau angegeben werden. (7)
Herold et al. (13) und Singer et al. (7) geben an, dass diese bei mehr als 10 % liegt. Bei
einem septischen Schock liegt die Mortalitét bei {iber 40 %. (7,13)




1.1.2 Atiologie Sepsis

Die Identifikation der Quelle einer Sepsis-verursachenden Infektion spielt eine sehr wich-
tige Rolle in der Therapie der Sepsis. Sehr hdufig sind Infektionen der Atemwege, des
Urogenitaltrakts und von Venenverweilkaniilen, insbesondere zentraler Venenverweilka-
niilen, fiir Bakteridmien verantwortlich. Intraabdominelle sowie Haut- und Weichteilinfek-

tionen spielen vor allem bei postoperativem Auftreten von Sepsis eine Rolle. (2,14,15)

Zu den haufigsten grampositiven Erregern von Sepsis zdhlen Staphylococcus aureus und
Streptococcus pneumoniae, zu den hdufigsten gramnegativen Escherichae coli, Klebsiella
spp. und Pseudomonas aeruginosa. (13) Opota et al. zeigten hingegen, dass Koagulase-
negative Staphylokokken weitaus héufiger als Pneumokokken aus Blutkulturen isoliert
werden konnten. Sie konnten E. coli und Staphylococcus aureus am hiufigsten in positiven
Blutkulturen nachweisen. (16) Der Resistenzbericht des Universitdtklinikums fiir Inner

Medizin Graz 2018 zeigte dhnliche Zahlen. (17)
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Abbildung 1: Darstellung der am hdufigsten nachgewiesenen Erreger aus positiven Blutkulturen des Universitdtsklini-
kums fiir Innere Medizin Graz, 2018.
Abbildung Krause R, Zollner-Scwetz I, Valentin T, Prattes J, Wunsch S, Strempfl C, et al. Resistenz-bericht 2018 . 2019.




1.1.2.1 Transiente Bakteriamie

Es ist wichtig, transiente Bakteridmien von Sepsis abzugrenzen, da diese bei gesunden
Menschen meist ohne weitere Konsequenzen ablaufen und nach kurzer Zeit wieder ver-
schwinden. Transiente Bakteridmien treten oft nach Aktivititen des tdglichen Lebens, wie
zum Beispiel dem Zahneputzen oder kleinen medizinischen Eingriffen auf. (2) Forner et al.
konnten einen Zusammenhang zwischen Paradontitis und dem Ausmal3 sowie der Dauer
der Bakteridmie herstellen. Bakteridmien traten bei Patientinnen und Patienten mit Para-
dontitis sowohl nach dem Kauen, Zihneputzen und nach der Entfernung von Zahnstein
auf. (18). Eine Studie aus Afrika zeigte, dass Bakteridmien bei zahngesunden Menschen
nach dem Zihneputzen auftreten kdnnen. (19) Forner et al. konnten dies allerdings nicht

nachweisen. (18)

Diese beiden Studien zeigen auBerdem, dass zahnirztliche Eingriffe ein Risiko fiir infekti-
0se Endokarditiden sind, denn es konnten verschieden Arten von Streptokokken (Strep-
tococcus mitis, Streptococcus oralis, Streptococcus sanguis, etc.) entdeckt werden. Diese
als Teil der Mundflora vorkommenden Bakterien sind eine der Hauptursachen fiir infektio-
se Endokarditis bei Patientinnen und Patienten mit pradisponierenden Risikofaktoren, wie
zum Beispiel Zustand nach rheumatischem Fieber. Transiente Bakteridmien konnen somit
nicht nur durch den zeitlichen Verlauf, sondern auch durch das auftretende Erregerspekt-

rum von Sepsis abgegrenzt werden. (16,18,19) (Vergleiche Abbildung 1)

1.1.3 Pathophysiologie von Sepsis

1.1.3.1 Allgemeiner Ablauf einer Entziindungsreaktion

Die Reaktion des Wirts auf die Invasion durch Mikroorganismen besteht aus einer proin-
flammatorischen und einer antiinflammatorischen Antwort. Das Ausmal} beider hingt so-
wohl von pathogenen als auch von Faktoren des Wirts (Umweltbedingungen, Erbanlagen,
Alter und Komorbiditdten) ab. Im Zuge der Sepsis kommt es zu einer Dysregulation dieser

Reaktionen.




Die Entziindungsreaktion wird durch das Erkennen eines Pathogens initiiert. Am Beginn
steht die Aktivierung der Leukozyten (grofBtenteils neutrophile Granulozyten), gefolgt von
der Komplementaktivierung und schlussendlich der Aktvierung der Gerinnung mit dem
Ergebnis des bakteriellen Zelltodes. Zellnekrosen fiihren zu einer Verstiarkung der Entziin-
dungsreaktion, wodurch mehr Gewebe geschidigt wird. Dieser Prozess bendtigt aufgrund
der Moglichkeit der Eigenerhaltung und der Gefahr des Uberschiefens antiinflammatori-
sche Gegenreaktionen. Mechanismen, die die Entziindung vorantreiben, werden durch en-
dogene Kontrollmechanismen itiberwacht und reguliert. Zu letzteren zéhlen humorale, zel-

luldre und neurale Mechanismen. (4,5)
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Abbildung 2: Schematischer Ablauf der Entziindungsreaktion bei Sepsis.

Der rote Bereich stellt die inflammatorische dar, der blaue die antiinflammatorische Antwort.

Abbildung aus Angus D.C und van der Poll T., Severe sepsis and septic shock. N.Engl.J.Med 2013. Verwendung der
Abbildung genehmigt von Copyright Massachusetts Medical Society.

Unter der humoralen Gegenregulation versteht man das vermehrte Auftreten von regulato-
rischen T-Zellen und myeloiden Suppressorzellen, die beide das Fortschreiten der Entziin-
dungsreaktion hemmen. Auf zelluldrer Ebene kommt es zu einer verminderten Expression
von proinflammatorischen Genen und auf neuronaler Ebene kommt es durch Stimulation
der Hypothalamus-Hypophysen-Nebennierenrinden-Achse und der Milz durch den Nervus
vagus zur Sekretion von Acetylcholin und Noradrenalin, was in CD4-T-Zellen zur vermin-

derten Sekretion von proinflammatorischen Mediatoren fiihrt. (4,5)




1.1.3.2 Bedeutung der angeborenen Immunabwehr in Bezug auf Sepsis

Das angeborene Immunsystem spielt eine sehr wichtige Rolle in der Pathogenese von Sep-
sis. Es ist nicht nur fiir die Initiierung der antigenspezifischen Immunantwort verantwort-
lich, sondern auch an den klinischen Manifestationen und dem Systemic-Inflammatory-
Response-Syndrome beteiligt. (20,21) Normalerweise invadieren Bakterien zuerst das
Gewebe. Tritt eine Gewebsschidigung auf, kommt es zum Kontakt von Blut und Bakte-
rien. Als erste Stufe der angeborenen Immunabwehr, miissen Bakterien die Komple-
mentkaskade und lokale Blutgerinnung {iberwinden. (21,22) Durch Bestandteile der Mik-
roorganismen kommt es in néchster Instanz zur Aktivierung von antigenprisentierenden
Zellen, wie zum Beispiel Makrophagen und Monozyten. Diese aktivierten Zellen der an-
geborenen Immunabwehr sind zur Phagozytose befdhigt, wodurch sie die Infektion stop-
pen konnen. (21,23) Allerdings haben einige Bakterien Mechanismen entwickelt, um die

Aktivitit der Makrophagen und die Immunantwort zu hemmen. (21,24)

Wenn sich Bakterien in der Blutbahn fortbewegen, werden diese aufgrund des triboelektri-
schen Effekts elektrisch aufgeladen — man spricht auch von Reibungselektrizitit. Die Zell-
wand von Bakterien ist negativ geladen, wobei die Stirke der Negativladung von der phy-
siologischen Beschaffenheit abhidngt. Die Reibungselektrizitdt hingegen hédngt von der
Reibung der Bakterien mit Blutplasma, GefdBwénden und anderen Zellen in Blutstrom ab.
Da die triboelektrische Aufladung starker als die negative Ladung der Bakterienzellwand
ist, kommt es zur Interaktion der Bakterien mit anderen ebenfalls stark aufgeladenen Blut-
bestandteilen. Besonders starke Wechselwirkungen gibt es zwischen Bakterien und Eryth-
rozyten, weil diese aufgrund ihrer besonderen Membraneigenschaften und bikonkaven

Form stark triboelektrisch geladen sind. (21)

Bakterien werden aufgrund des triboelektrischen Effekts sofort an die Membran von Eryth-
rozyten gehaftet, was zur umgehenden Freisetzung von reaktiven Sauerstoffspezies, wie
zum Beispiel Peroxide, Superoxide oder Hydroxyl-Radikale aus Erythrozyten fiihrt. Die
meisten Bakterien sind gegeniiber diesen reaktiven Sauerstoffspezies empfindlich und
werden dadurch getotet. (21,24,25) Daraus resultiert ein Verlust der elektrischen Aufla-
dung, wodurch diese von den Erythrozyten gelost werden. Mit dem Blutplasma gelangen
die abgetdteten Baktieren in die Leber oder Milz, wo sie von Kuppfer’schen Sternzellen

der Leber oder Makrophagen der Milz abgebaut werden. (21,25,26)




Einige Bakterien haben allerdings Mechanismen entwickelt, die sie die Oxidation an der
Oberflache der Erythrozyten iliberleben lassen. Dadurch kann es im Zuge der angeborenen
Immunabwehr zur intravaskuldren Gerinnung kommen, die moglicherweise zur dissemi-

nierten intravaskuldren Koagulopathie (DIC) fiihrt. (21,26,27)

1.1.3.3 Uberlebensmechanismen von Bakterien in der Blutbahn

Um die bereits oben erwéhnte Oxidation an der Oberfldche der Erythrozyten zu iiberleben,
haben Bakterien einige Mechanismen entwickelt. Zu diesen zéhlen: Produktion von antio-
xidativen Enzymen (zum Beispiel Katalase, Superoxid-Dismutase, etc.) und Anpassung
der Zellatmung an hohe die Konzentration an reaktive Sauerstoffspezies, Polysaccharid-

kapsel, Biofilmbildung sowie Wechsel in die L-Form. (21)

1.1.3.3.1 Produktion von antioxidativen Enzymen und Modulation der Zellat-

mung

Einer der Mechanismen sich vor der Oxidation an der Oberfliche der Erythrozyten zu
schiitzen, ist die Produktion von antioxidativen Enzymen und die Anpassung der Zellat-
mung an die hohe Konzentration an reaktiven Sauerstoffspezies. Bei planktonischen Bak-
terien, die keine Kapsel haben und sich nicht in einem Biofilm befinden, stellt dieser Me-

chanismus den bedeutendsten dar. (21)

Planktonische Bakterien starten ihren Weg in die Blutbahn normalerweise im Gewebe, wo
sie eine akute Entziindung verursachen und eine Undichtigkeit der Gefdle sowie die Pro-
duktion eines Exsudats stimulieren, um sich rasch zu vermehren und zu verteilen. (21,28)
Aufgrund der hohen Proliferationsrate sind planktonische Bakterien gegeniiber antiinfekti-
ven Substanzen sehr empfindlich. (21,29) Nachdem freie Bakterien das Gewebe in die
Blutbahn verlassen haben, konnen diese sich entweder freischwebend bewegen oder in
Erythrozyten einwandern. Durch bereits genannte Mechanismen der Anpassung (antioxi-
dative Enzyme, Anpassung der Zellatmung) konnen manche Bakterien an der Oberfléche

der Erythrozyten iiberleben. (21)




AuBlerdem verfiigen alle sepsisverursachenden Bakterien iiber Hdmolysine, mit denen sie
Poren in die Phospholipidschicht der Erythrozyten bohren kénnen. (21,30,31) So konnen
sie in Erythrozyten einwandern und ihr Hamoglobin als Nahrungsquelle verwenden, um
sich zu vermehren. In weiterer Folge kommt es so zur kontinuierlichen Verbreitung dieser

Erregerreservoirs durch den Blutstrom. (21)

1.1.3.3.2 Kapselproduktion

Die Polysaccharidkapsel befindet sich bei grampositiven Erregern direkt {iber der Murein-
schicht und bei gramnegativen iiber der dufleren Membran. (21) Sie spielt eine wichtige
Rolle im Schutz vor umweltbedingtem Stress (21,32), Phagozytose und Antibiotika
(21,33). AuBerdem kann sie fiir die Bildung eines Biofilms (21,34) bedeutend sein. Des
Weiteren stellt die Kapsel einen bedeutenden Virulenzfaktor dar (21,35) und verhindert die
triboelektrische Aufladung der Bakterien, weswegen bekapselte Bakterien nicht an Eryth-
rozyten festgehalten werden. So konnen diese die Oxidation an der Oberflache der Eryth-

rozyten vermeiden. (21,27)

Die Kapsel stellt ein groBBes Hindernis fiir die antiinfektive Therapie dar, denn sie setzt die
Menge an Antibiotika herab, die in das Bakterium eindringen konnen. (21,36) Dadurch
kann es zu subinhibitorischen Konzentrationen von Antibiotika kommen, was zu einer in-
tensivierten Produktion von Kapselpolysaccharid fithrt. Somit wird die Aufnahme von An-
tibiotika noch weiter einschrinkt, woraus auch eine herabgesetzte Wirkung gegeniiber an-

deren strukturell und funktionell nicht verwandten Antibiotika resultiert. (21,37,38)

1.1.3.3.3 Biofilmbildung

Unter einem Biofilm versteht man das koordinierte Zusammenleben von Bakterien, die in
einer selbst produzierten Matrix leben. (39) Der Biofilm schiitzt die darin lebenden Bakte-
rien vor Phagozytose (21,40) und fiihrt zu einer hohen Resistenz der Bakterien gegeniiber
antiinfektiven Substanzen. (21,41) Sehr hiufig kommt es zu chronischen Infektionen, die
durch alleinige Therapie mit Antibiotika nicht ausreichend behandelt werden konnen.
(21,42) Biofilmbildung tritt haufig auf Fremdkorpern, die zum Blutstrom Kontakt haben,
wie zum Beispiel zentrale Venenkatheter (ZVK) und Herzschrittmacher-Elektroden, auf.

(43) Aus dem Biofilm konnen sich Fragmente, aber auch freie Bakterien 16sen und vertei-

len. (21,44)




1.1.3.3.4 L-Form von Bakterien

Durch den Einfluss von zellwandsynthesehemmenden Antibiotika, insbesondere Be-
talaktamantibiotika (39), konnen die meisten Bakterien in die L-Form wechseln. (21,45)
Als L-Form-Bakterien werden jene bezeichnet, die eine Verdnderung der Zellwand auf-
weisen. Der Name L-Form geht auf das Lister Institut zuriick, wo Bakterien mit defizienter
Zellwand das erste Mal 1935 beschrieben wurden. (46) Durch einen Mureindefekt (39)
werden Bakterien in der L-Form gegeniiber zellwandsynthesehemmenden Antibiotika vol-
lig resistent. (47) Alle Bakterien in der L-Form haben sehr dhnliche Eigenschaften beziig-
lich Wachstum und Morphologie. (21,47) Diese Tatsache bekriftigt die Theorie, dass die

L-Form auf primitive Bakterien zuriickgeht, die noch keine Zellwand besal3en. (47)

Nach Behandlung lokaler Infektionen mit besagten antiinfektiven Substanzen kdnnen Bak-
terien, die in die L-Form gewechselt haben, lange Zeit im Gewebe persistieren, denn durch

den Mangel an Peptidoglycan wird das angeborene Immunsystem nicht aktiviert. (21,46)

Makrophagen konnen diese zwar phagozytieren aber nicht abbauen. (21,48) Bakterien in
L-Form konnen durch Leukozyten, Sphéroplasten und Protoplasten in die Blutbahn gelan-
gen, sich hdmatogen verbreiten und auf ungewohnliche Weise reproduzieren. (21,49)
Sphiroplasten und Protoplasten sind sehr fragil. Bakterien in der L-Form kdnnen allerdings
in Leukozyten, Erythrozyten und Thromobzyten iiberleben. Durch den Abbau der infizier-
ten Blutkorperchen, werden die Bakterien in der Leber oder der Milz erneut phagozytiert.
Bei Bakteridmien mit Bakterien in der L-Form treten normalerweise keine typischen Zei-
chen einer Sepsis auf, allerdings spielen diese bei atypischen, chronischen und latenten

Infektionen eine wichtige Rolle. (21)

1.1.3.4 Pathophysiologie des Organversagens und des septischen
Schocks

Das Fortschreiten der Sepsis zum septischen Schock und Multiorganversagen kann auf
eine Kreislaufinsuffizienz zuriickgefiihrt werden. Diese wird durch Hypovoldmie, verrin-
gerte Pumpleistung des Herzens, erh6hten metabolischen Bedarf und Stérungen der Gefa-

3e verursacht.
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Durch eine systemische Vasodilatation der Arterien und Venen kommt es zur Verminde-
rung von Vor- und Nachlast des Herzens. Das Herz kompensiert dies durch eine Erhhung
der Pumpfrequenz, um den kardialen Auswurf konstant zu halten. Die Vasodilatation kann
grofitenteils auf Dysfunktionen von Endothel und Mitochondrien zuriickgefiihrt werden.
Das Endothel wird durch inflammatorische Prozesse zur vermehrten NO-Bildung stimu-
liert, was zur Vasodilatation fiihrt. Zur verminderten Gewebsdurchblutung trigt auch die
Bildung von Mikrothromben bei, die im Zuge einer gesteigerten Gerinnbarkeit des Blutes
entstehen. Das UberschieBen der Gerinnung wird auf eine verminderte Gerinnungshem-
mung sowie die herabgesetzte Funktion der Fibrinolyse zuriickgefiihrt. Die Minderperfusi-
on des Gewebes und die Bildung von Mikrothromben fiihren zu einer Storung der Zellkon-
takte des Endothels, insbesondere der Tight-junctions. Dies fithrt zur Ausbildung des
Capillary-Leak-Syndroms und in weiterer Folge zur Entstehung eines interstitiellen

Odems. (4,5)

Ein Anstieg des Serum-Laktats bei schwerkranken Menschen ist ein Hinweis auf eine Ent-
gleisung des Metabolismus und korreliert mit der Schwere der Erkrankung. Hyperlaktata-
mie wird durch systemische Minderperfusion, die zum anaeroben Metabolismus fiihrt, lo-
kale Minderperfusion und Stérungen der Mikrozirkulation begiinstigt. Aus der mitochond-
rialen Dysfunktion resultiert die Anhdufung von Pyruvat, das aufgrund von Sauerstoff-
mangel nur zu einem kleinen Teil in den Citratzyklus eingespeist werden kann. Folglich
wird Pyruvat in Laktat umgewandelt. Durch die anaerobe Glykolyse kommt es zur weite-

ren Anhdufung von Pyruvat. (4,50,51)

Ein weiterer Anstieg proinflammatorischer Zytokine fiihrt zu einer herabgesetzten Kon-
traktilitit des Herzmuskels und zur Minderperfusion des Splanchnikusgebiets zugunsten
anderer Organe, insbesondere wihrend der Hypotonie. (52) Obwohl der genaue Mecha-
nismus der Entstehung des Organversagens im Zuge einer Sepsis noch nicht zur Ginze
verstanden wird, wissen wir heute, dass herabgesetzte Gewebsperfusion einen zentralen
Punkt in der Entstehung von Sepsis-assoziiertem Organversagen darstellt. Viele andere
Einfliisse wie Hypotonie, Mikrothrombosierung und verminderte Verformbarkeit der
Erythrozyten, woraus eine schlechtere Oxygenierung des Gewebes resultiert, miissen eben-
falls beriicksichtigt werden. An die Schidigung der Mitochondrien durch den oxidativen
Stress muss ebenfalls gedacht werden, da beschddigte Mitochondrien neutrophile Gra-

nulozyten aktivieren und so weiteren Gewebsschaden verursachen konnen. (4,5,52)
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1.1.4 Antiinfektive Therapie bei Sepsis

Laut der Surviving Sepsis Campaign ist die Verabreichung einer addquaten antibiotischen
Therapie eine der wichtigsten MaBBnahmen in der Behandlung der Sepsis und des septi-
schen Schocks. MaBlnahmen zur Kreislaufstabilisierung und Sanierung der Infektionsquelle
sind ebenfalls von zentraler Bedeutung. Die Verabreichung der antiinfektiven Therapie
sollte so schnell wie moglich, jedoch maximal eine Stunde nach Entdeckung des septi-
schen Zustandsbilds des Patienten intravends verabreicht werden. (53) Dies ist unbedingt
notwendig, um ein optimales Outcome zu erzielen. (54,55) Bevor man die antiinfektive
Therapie verabreicht, sollten Blutkulturen und gegebenenfalls weitere Proben, wie Urin,
Liquor, Wundabstriche und andere Korperfliissigkeiten abgenommen werden, um das ur-
sdchliche Pathogen zu identifizieren und eine Resistenztestung durchzufithren. Die Diag-
nostik der Sepsis sollte den Start der antibiotischen Therapie nicht wesentlich verzégern.

(53)

Kumar et al. zeigten, dass eine effektive antibiotische Therapie, die innerhalb der ersten
Stunde nach Auftreten von Hypotonie im Zuge eines septischen Schocks intravends verab-
reicht wird, mit einer Senkung der Mortalitét assoziiert ist. Des Weiteren konnten Kumar
et al. eine durchschnittliche Abnahme von 7,6 % der Uberlebensrate pro Stunde bei Patien-
tinnen und Patienten mit Hypotonie in Folge eines septischen Schocks zeigen. Wurde eine
effektive antimikrobielle Therapie innerhalb von 30 Minuten nach Auftreten der Hypotonie
verabreicht, wurde eine Gesamtiiberlebensrate von 82,7 % erreicht, wohingegen eine deut-
liche Reduktion auf 42 % bei Verabreichung der adiquaten Antibiose in der sechsten
Stunde nach Auftreten der Hypotonie beobachtet werden konnte. (54) (Vergleiche Abbil-
dung 3)

Ferrer et al. konnten dhnliche Ergebnisse erzielen. Sie zeigten, dass verzogertes Verabrei-
chen der addquaten antiinfektiven Therapie mit einer Steigerung der Mortalitdt assoziiert
ist. AuBBerdem wurde gezeigt, dass eine Verzogerung der Therapie mit Antibiotika einen
signifikant negativen Einfluss auf das Gesamtiiberleben der Patientinnen und Patienten hat,
unabhéngig von der Schwere der Sepsis. Die Schwere der Sepsis bestimmten Ferrer et al.

anhand der Zahl an versagenden Organen. (56)
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Abbildung 3: Kumulativer Effekt addquater antimikrobieller Therapie nach Auftreten von Hypotonie bei septischem
Schock.
Die x-Achse zeigt die Zeit in Stunden. Die schwarzen Balken zeigen das Gesamtiiberleben nach addquater antibiotischer
Therapie im entsprechendem Zeitintervall. Die grauen Balken zeigen den kumulativen Anteil der Patienten, die im ent-
sprechenden Zeitintervall eine addquate antibiotische Therapie erhalten haben.
Abbildung aus Kumar A, Roberts D, Wood KE, Light B, Parrillo JE, Sharma S, et al. Duration of hypotension before

initiation of effective antimicrobial therapy is the critical determinant of survival in human septic shock. Crit Care Med
2006 Jun,;34(6):1589-1596. Verwendung der Abbildung genehmigt durch Wolters Kluwer ©.

1.1.4.1 Spektrum der antiinfektiven Therapie

Die Surviving Sepsis Campaign empfiehlt die Einleitung einer empirischen antibiotischen
Breitspektrum-Therapie, die alle potentiell vorkommenden Erreger abdeckt. Dazu kann
eine Substanz oder konnen mehrere Substanzen verwendet werden. (53) Die Verwendung
einer ineffektiven antibiotischen Therapie bei Sepsis und septischem Schock ist assoziiert
mit einer Erhohung der Mortalitdt und Morbiditdt. (53,57) Die Auswahl der empirischen
Therapie ist allerdings komplex und kann nicht einfach pauschalisiert werden. Diese muss
patientenabhingig gestaltet, sowie vom klinischen Status und lokalen epidemiologischen
Daten abhingig gemacht werden. Zu den patientenabhéngigen Faktoren zdhlen unter ande-
rem die Art der Infektion und Infektionsquelle, die zugrundeliegenden Erkrankungen und
chronischen Organinsuffizienzen, die Einnahme von Medikamenten und Antibiotika in den
letzten drei Monaten sowie die Immunsuppression und andere Formen der Immunschwa-
che. AuBBerdem sollte beriicksichtig werden, ob die Patientin oder der Patient die Infektion
im Krankenhaus oder zu Hause erworben hat, um das Risiko fiir multiresistente Keime
abschétzen zu konnen. Treten bei der Auswahl der empirischen Therapie Unsicherheiten

auf, ist die Konsultation eines infektiologischen Teams ratsam. (53)
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Nachdem der pathogene Mikroorganismus identifiziert und eine Resistenztestung durchge-
fiihrt wurde, sollte die empirische Breitspektrum-Therapie entsprechend der Resistenzen

und Sensibilitidten eingeschrankt werden. Man spricht hier auch von Deeskalation. (53)

1.1.4.2 Probleme der antiinfektiven Therapie bei septischen Patienten

Sepsis verursachende Bakterien haben verschiedene Mechanismen entwickelt, um in der
Blutbahn des Menschen zu iiberleben. Daraus resultiert teilweise auch eine verdnderte
Empfindlichkeit dieser gegeniiber Antibiotika. (21) Bei der Abtdtung von Bakterien wer-
den unter anderem Toxine frei, was bei manchen Bakterienspezies zu erheblichen Proble-

men fiihren kann. (58)

Freie Bakterien werden aufgrund der triboelektrischen Aufladung an Erythrozyten gehef-
tet, wodurch ihr Stoffwechsel gehemmt wird. Dadurch konnen sich die Bakterien schlech-
ter vermehren, weswegen antibiotische Substanzen eine herabgesetzte Effektivitit aufwei-
sen. Wandern planktonische Bakterien durch Himolysine in Erythrozyten ein und vermeh-
ren sich dort, sind diese um ein Vielfaches schlechter zu behandeln (21), da Antibiotika

schlecht in Blutzellen eindringen kdnnen. (59)

Bakterien in Biofilmen und bekapselte Bakterien weisen eine erhdhte Resistenz gegeniiber
antiinfektiven Substanzen auf. Bakterien in Biofilmen haben einen herabgesetzten Metabo-
lismus und sind durch Polysaccharidschichten gegeniiber der Penetration von Antibiotika
geschiitzt. Bakterien in der L-Form sind gegeniiber zellwandsynthesehemmenden Antibio-
tika resistent, weil sie eben keine Zellwand besitzen. Auch sie weisen einen herabgesetzten
Stoffwechsel auf und konnen in Leukozyten einwandern. Da Antibiotika, wie bereits er-
wéhnt, nur schlecht Blutzellen penetrieren konnen, sind vor allem L-Form-Bakterien in

Blutzellen schwer zu behandeln. (59)

1.1.4.2.1 Bakterielle Toxine

Bakterielle Toxine konnen in Endo- und Exotoxine unterteilt werden. Exotoxine werden
von lebenden Bakterien produziert, wohingegen Endotoxine aus absterbenden Bakterien
frei werden kénnen. Wird eine Vielzahl von Bakterien zu rasch abgetotet, besteht die Mog-

lichkeit negativer Konsequenzen durch die hohe Menge an freiwerdenden Endotoxinen.

(21,60)
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Bakterielle Endotoxine sind Lipopolysaccharide (LPS), die sich in der dueren Zellwand
von gramnegativen Bakterien befinden. LPS bestehen jeweils aus mehreren Abschnitten,
wobei das Lipid A den toxischen Anteil darstellt. (10) In Makrophagen und dendritischen
Zellen fiihrt das Lipid A zur Sekretion von Zytokinen (39), wodurch beispielsweise die
Gerinnung, die Korpertemperatur und der Blutdruck beeinflusst werden. (10) Auf diese Art
konnen Endotoxine unter anderem Schock, Acute Respiratory Distress Sydnrome (ARDS)

und disseminierte intravasale Gerinnung (DIC) verursachen. (21,61)

Exotoxine konnen sehr potent sein und im schlimmsten Falle eine todliche Wirkung auf
das betroffene Individuum haben. Um diese Wirkung zu entfalten, miissen sich die Erreger
nicht einmal in der Blutbahn befindet. Dies tritt beispielsweise bei Tetanus oder Diphterie
auf, wo die Infektion lokal begrenzt stattfindet, die Toxine allerdings absorbiert werden
und einen systemischen Effekt entfalten. (21,62) Das Toxic-Shock-Syndrome ist vermut-
lich die schlimmste durch Exotoxine verursachte Erkrankung. Staphylococcus aureus und
Streptococcus pyogenes konnen Toxine produzieren, die als Superantigene wirken und zur
ungeziigelten Ausschiittung von Zytokinen sowie zur massiven Aktivierung von Immun-
zellen fithren. Die enorme Menge an Zytokinen fiihrt zur Gewebsschidigung sowie zum

distributiven Schock und Organversagen. (63-65)

1.1.4.2.2 Jarisch-Herxheimer-Reaktion

Bei manchen Infektionen kann es im Zuge der Therapie mit Antibiotika zur Auslésung
einer Jarisch-Herxheimer-Reaktion kommen. (21) Diese Reaktion wird allerdings nicht
von Endotoxinen getriggert. Sie zeichnet sich durch Schiittelfrost, Fieber und verstirktem
Auftreten von Hautauschldgen bis zu 24 Stunden nach Verabreichung einer addquaten an-
tibiotischen Therapie bei Infektionen durch Spirochdten wie Syphilis, Lyme-Borreliose,
Leptospirose und Riickfallfieber aus. Es bestehen Ahnlichkeiten in der Pathogenese von
Sepsis und der Jarisch-Herxheimer-Reaktion. Letztere ist jedoch von viel kiirzerer Dauer.
Patientinnen und Patienten versterben sehr selten daran und bereits nach kiirzester Zeit
kommt es wieder zur Normalisierung des Cytokin-Levels. Aullerdem treten bei der Jarisch-

Herxheimer-Reaktion keine Storungen der Mikrozirkulation auf. (66-68)
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1.2 Diagnostik von Bakteridmie

Mikrobiologische Diagnostik ist von zentraler Bedeutung fiir Patientinnen und Patienten
mit Sepsis. Die Verwendung von Blutkulturen ist dabei nach wie vor der bestmogliche
Zugang, da diese sehr sensitiv sind und die anschlieBende mikrobiologische Diagnostik
leicht durchfiihrbar ist. (16) In den letzten Jahren konnten viele Errungenschaften in den
Bereichen Identifikation und Sensibilititstestung von Bakterien gefeiert werden. Dennoch
konnen diese neuen Methoden die Diagnostik mittels Blutkulturen noch nicht ersetzen.
(16,69-72) Im folgenden Kapitel wird die Methodik der Standarddiagnostik von Bakterié-

mien und Sepsis ndher erldutert.

1.2.1 Abnehmen von Blutkulturen

Die korrekte Durchfiihrung der Abnahme von Blutkulturen ist sehr wichtig, um Kontami-
nationen zu verhindern. Kontaminationen konnen zu falschen therapeutischen Entschei-
dungen — wie nicht notwendigen antibiotischen Therapien —fiihren. (16,73) Um das Risiko
von Kontaminationen zu verringern, sollte die Punktionsstelle ausreichend desinfiziert und
eine gewisse Mindestmenge an Blut abgenommen werden. (74) Kontaminationen kénnen
allerdings trotz korrekter Desinfektion auftreten. Gonsalves et al. konnten bei Patientinnen
und Patienten unter 18 Jahren zeigen, dass ein indirekter Zusammenhang zwischen dem

abgenommenen Blutvolumen und dem Kontaminationsrisiko besteht. (73)

Binkhamis und Forward konnten zeigen, dass durch Verwerfen beziehungsweise durch
anderweitige Verwendung des ersten Milliliters der Blutabnahme Kontaminationen selte-
ner auftreten. Zuriickfiihrbar ist dies auf die potentiell hochste Keimbelastung des ersten
Milliliters des Blutes. In dieser Studie verglichen die Autoren Ergebnisse von Blutkulturen,
die in zwei definierten Zeitrdumen abgenommen worden waren. Im ersten Zeitraum wurde
der erste Milliliter nicht verworfen, im zweiten hingegen schon. Typische Bakterien der
Haut, wie Koagulase-negative Staphylokokken, Propionibacterium acnes, Bacillus und
Corynebactrium spp. wurden als Marker fiir Kontamination verwendet, denn Hautbakte-
rien treten im Zuge von Kontaminationen sehr hiufig auf. Bei gleichbleibender Detektions-
rate von Blutstrominfektionen konnte eine 30-prozentige Reduktion der Keimbelastung mit

Koagulase-negativen Staphylokokken festgestellt werden. (75)
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Patton und Schmitt konnten &hnliche Ergebnisse bereits vier Jahre zuvor erarbeiten. (76)
Sie verweisen auBerdem darauf, dass beim Blutspenden die ersten 10-50 Milliliter auf-
grund der Kontaminationsgefahr ebenfalls verworfen werden. Dadurch konnten Kontami-

nationen von Blutkonserven um 40-90 % gesenkt werden. (76,77)

Die Relevanz positiver Blutkulturen kann durch verschiedene Parameter abgeschétzt wer-
den. Zu diesen zéhlen die klinische Anzeichen und Symptome des Patienten, die Zahl der
positiven Blutkulturen, die Entnahmestelle der Blutabnahme und die Zeit, die benotigt
wird, bis sich die Blutkultur als positiv herausstellt (time to positivity TTP). (16) Die in
den positiven Blutkulturen nachgewiesene Spezies gibt ebenfalls einen Hinweis darauf, ob
es sich um eine Kontamination oder Infektion handelt. Wie oben bereits erwihnt, sind ty-
pischerweise Bakterien der Hautflora wie Koagulase-negative Staphylokokken, Propioni-
bacterium acnes, Bacillus und Corynebactrium spp. fir Kontaminationen verantwortlich.
Es wird vermutet, dass Hautbakterien groftenteils im Zuge der Punktion der Vene mitaspi-
riert werden. (75) Die Zahl der positiven Blutkulturen korreliert mit der Wahrscheinlich-
keit, dass es sich um eine Infektion handelt. (78) Die TTP spiegelt die Bakteriendichte im
Blut wider, weswegen eine kurze TTP meist als Hinweis auf eine Infektion interpretiert
werden kann. (79) Bei der Interpretation der TTP sollte allerdings die mogliche Prisenz

von langsamwachsenden Erregern bedacht werden. (16)

1.2.1.1 Empfehlungen zur Abnahme von Blutkulturen

Blutkulturen sollten direkt nach der Stellung der Indikation abgenommen werden. Die Ab-
nahme kann zu jeder Tageszeit erfolgen, eine Steigerung der Sensitivitit kann durch Ab-
nahme im Fieberschub nicht erreicht werden. (74) Die Abnahme sollte unbedingt vor der
Verabreichung von antiinfektiven Substanzen geschehen. (53) Es sollten sechs Blutkultur-
flaschen, drei aerobe und drei anaerobe Flaschen, mit jeweils 5-10 Milliliter im Zuge einer

einzelnen Punktion mit Blut befiillt werden. (74,80)
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Beim Abnehmen von peripheren Blutkulturen erfolgt die Punktion der Vene nach suffizi-
enter Hautdesinfektion an der Einstichstelle. Nachdem alle Fldschchen mit ausreichend
Blut befiillt wurden, wird die Einstichstelle versorgt. Die Blutkulturen werden danach be-
schriftet und ins Labor gebracht. Verwendet man zur Blutabnahme eine Venenverweilka-
niile, muss beachtet werden, dass nur frisch gelegte Venenverweilkaniilen dafiir verwendet
werden diirfen, da ansonst die Kontaminationsgefahr zu hoch ist. Dies kann analog auf

arterielle Leitungen {ibertragen werden. (74,81,82)

Abbildung 4: Abnahme einer Blutkultur aus einer peripheren Vene.
Abbildung aus Valentin T., Zollner-Schwetz 1., Honigl M., Krause R., Strempfl C., Neuhold B., Valentin A. Empfehlung
fiir die Abnahme von Blutkulturen. 2015.

Bei der Abnahme von Blutkulturen aus einem zentralvendsen Zugang muss zusitzlich fol-
gendes beachtet werden: Inspektion der Einstichstelle, um eine mogliche Infektion des
Katheters zu erkennen, Entfernung zusdtzlicher Strukturen wie zum Beispiel Dreiwege-
hihne und Desinfektion des Ansatzstiicks, Abnahme eines Blutkulturparchens aus jedem
Schenkel des Katheters, wenn dies aus medizinischen Griinden moglich ist, Spiilung oder
Blocken des Katheters, erneute Desinfektion des Ansatzstiicks und Verwendung einer fri-

schen Verschlusskappe. (74)
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1.2.2 Funktionsweise von Blutkulturlesegeraten

Zur Diagnostik werden standardisierte Blutkulturflaschen, die spezifisch fiir aerobe und
anaerobe Keime designed wurden, verwendet. Eine Fiillung mit bis zu 10 Millilitern Blut
ist moglich. Fiir Kinder wurden hingegen spezielle Flaschchen mit geringeren Fiillmengen

entworfen.

Spezielle Zusédtze wurden aullerdem entwickelt, um Antibiotika, die vor der Blutabnahme
verabreicht wurden, zu neutralisieren. Durch Zusatz von lytischen Substanzen gelingt es,

phagozytierte Mikroorgansimen zu schiitzen und deren Vermehrung zu gewahrleisten.

Abbildung 5: Blutkulturflaschen von BD Diagnostics®©.

3 dieser sind fiir die Bebriitung aerober Bakterien und 3 fiir die anaerober konzipiert. Sie sind kompatibel mit dem BD
BACTEC®. Abbildung aus Valentin T., Zollner-Schwetz 1., Honigl M., Krause R., Strempfl C., Neuhold B., Valentin A.
Empfehlung fiir die Abnahme von Blutkulturen. 2015.

Durch eine Bebriitungszeit von fiinf Tagen kann der GroBteil der Mikroorganismen, inklu-
sive schwer kultivierbaren Erregern, nachgewiesen werden. Jedoch sollte die Bebriitungs-

zeit fiir langsam wachsende Erreger wie Mycobakterien verldngert werden. (16)
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Moderne Laboratorien verwenden automatisierte Bebriitungssysteme, die kontinuierlich
auf positive Blutkulturen screenen. Verschiedene Methoden zur Detektion positiver Blut-
kulturen werden verwendet. Diese Methoden beruhen meist auf Kohlenstoffdioxidproduk-
tion der Bakterien und der daraus resultierenden Verdnderung des pH-Werts. Der BD
BACTEC® (BD Diagnostics, Franklin Lakes, NJ, USA) erkennt Anderungen des pH-
Werts durch Fluoreszenzsensoren. Der BACT/ALERT 3D® (bioMérieux, Marcy 1'Etoile,
Frankreich) erkennt dies durch einen Farbumschlag, der kolorimetrisch gemessen wird und
der VersaTREK® (TREK Diagnostic Systems, ThermoFisher Scientific, Waltham, MA,
USA) erkennt Verdnderungen durch Redoxreaktionen. Durch Verwendung dieser Systeme
kann eine Reduktion der Arbeitslast, der Inkubationszeit und des Anteils der Verunreini-

gung erzielt werden. (16)

Menchinelli et al. verglichen in einer Studie die Leistung von automatisierten Bebriitungs-
systemen: BACTEC FX, BACT/ALERT 3D und BACT/ALERT VIRTUO® System.
Letzteres wurde entwickelt, um schneller positive Ergebnisse von Blutkulturen zu generie-
ren. Es konnte gezeigt werden, dass es eine kiirzere TTP hatte als der BACTEC und
BACT/ALERT 3D. Die TTP war bei BACTEC und BACT/ALERT 3D ungefihr jeweils
zwei Stunden ldnger. (83)

1.2.3 Identifikationsmethoden fiir Bakterien

Nachdem eine Blutkultur positiv wird, wird eine Identifikation des Erregers angestrebt.
Dies beginnt mit der Gram-Farbung und wird in Abhingigkeit dieser entsprechend fortge-

setzt.

1.2.3.1 Gram-Farbung

Die Gram-Farbung wurde vor iiber 100 Jahren urspriinglich entwickelt, um Gewebszellen
von Bakterien zu unterscheiden. Sie stellt auch heute noch ein zentrales Element in der
mikrobiologischen Diagnostik dar, da durch diese Farbung Bakterien in zwei Klassen un-
terteilt werden konnen. Die Klassifizierung der Bakterien beruht auf einem unterschiedli-

chen Aufbau der Bakterienzellwand. (84)
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Die Zellwand von Bakterien ist komplex aufgebaut und hat viele Aufgaben. Murein stellt
den wichtigsten Bauteil der Bakterienzellwand dar. Es umhiillt die gesamte Zelle netzartig
und ist aus Polysaccharidketten, die durch Peptide quervernetzt sind, aufgebaut. Bei gram-
positiven Zellen findet man eine sehr dicke Mureinschicht, die aus bis zu 40 Schichten
aufgebaut ist. Bei gramnegativen allerdings ist die Mureinschicht sehr diinn. Bei diesen
findet man zusitzliche eine duBlere Membran, in der sich pathogenetisch bedeutsame Poly-
saccharide befinden. Aullerdem fungiert die dulere Membran als Permeabilititsbarriere.

(39)

Bevor das Priparat gefarbt werden kann, erfolgt eine thermische oder chemische Fixie-
rung, um ein versehentliches Abschwemmen der Bakterien zu verhindern. Initial erfolgt
bei der Gram-Firbung die Farbung mit Kristallviolett (Gentianviolett), wodurch alle Bak-
terien blau-violett geférbt werden. Nach einer kurzen Einwirkzeit und Abkippen des Farb-
stoffs werden die Bakterien mit Lugol-Losung, einer Jod/ Jodkali-Losung, gespiilt, um die
eingebrachte Farbe in der dicken Mureinschicht grampositiver Erreger zu fixieren. An-
schlieBend erfolgt, nach einer kurzen Einwirkzeit und dem Abkippen der Lugol-Ldsung,
das Entfarben mittels Ethylalkohol, wodurch gramnegative Erreger aufgrund ihrer diinnen
Mureinschicht entfarbt werden. Nach dem Abspiilen des Objekttriagers mit Wasser werden
gramnegative Erreger mittels Karbolfuchsin gegengefirbt, um diese dennoch darstellen zu
konnen. Karbolfuchsin muss ebenfalls kurz einwirken, bevor das Préparat mit Wasser ge-

spiilt und getrocknet werden kann. (85,86)

Diese schnelldurchfiihrbare Farbung hat mitunter klinische Relevanz, da grampositive Er-

reger anders auf manche Antibiotika reagieren als gramnegative. (84)

1.2.3.2 PNA-FISH® und QuickFISH®

Bei der Fluoreszenz-in-situ-Hybridisierung (FISH) verwendet man fluoreszenzmarkierte
Oligopeptide, die an ribosomale DNA (rDNA) in den Erregern binden. Bei Bakterien ver-
wendet man 16S rDNA und bei Pilzen 18S rDNA als Zielstrukturen. (87) Ein DNA-Strang
mit bekannter Basenabfolge wird den Mikroorganismen zugefiihrt. Kommt es zur Bindung
dieses Strangs, kann der andere Strang aufgrund des Prinzips der komplementiren Basen-
paarung identifiziert werden. Durch Beobachtung mit dem Fluoreszenz-Mikroskop wird

diese spezielle Farbung ausgewertet. (72,88)
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Bei dem PNA-FISH® (OpGen, Maryland, USA, frither AdvanDx), verwendet man Peptid-
Nukleinsduren (peptide nucleic acid — PNA) um gewisse Keime, darunter Staphylococcus
aureus und Koagulase-negative Staphylokokken, auf Basis der Fluoreszenz-in-situ-
Hybridisierung zu identifizieren. Ergebnisse konnen durch PNA-FISH in 2,5 Stunden ge-
neriert werden. Nachteile dieser Methode sind das notwendige Vorhandensein einer gewis-

sen Keimlast (>10° CFU) und eine begrenzte Anzahl an identifizierbaren Keimen. (72,89)

Aufgrund der langen Wartezeiten bei PNA-Fish wurde QuickFISH® (OpGen) eingefiihrt,
welches Ergebnisse in weniger als 30 Minuten liefert. (90) Es basiert ebenfalls auf der
FISH-Technologie und ist fiir Staphylokokken, Enterokokken, gramnegative Erreger und
Candida verfiigbar. Um kosteneffizient zu arbeiten, wird die Durchfiihrung des QuickFISH
erst nach Durchfiihrung der Gram-Féarbung empfohlen. (91) Findet man beispielsweise in
der Gram-Farbung grampositive Kokken in Gruppierungen kann man den Staphyloccocus
QuickFISH durchfiihren, der Staphyloccocus aureus griin farbt und Koagulase-negative

Staphylokokken rot. Eine Unterscheidung ist somit leicht mdglich. (91)

Deck et al. untersuchten in einer multizentrischen Studie die Performance von Staphy-
lococcus QuickFISH bei der Identifikation von Staphylococcus aureus und Koagulase-
negativen Staphylokokken. Staphyloccucus aureus konnte zu 99,5 % korrekt identifiziert
werden und Koagulase-negative Staphylokokken in 98,8 % der Félle. Aufgrund der schnel-
len Verfiigbarkeit der Ergebnisse und der hohen Sensitivitit der Methode erhofft man sich
das Outcome der Patientinnen und Patienten zu verbessern. Vor allem in Bezug auf Kon-
tamination von Blutkulturen kann diese Methode sehr hilfreich sein, da Koagulase-
negative Staphylokokken meist im Zuge einer Verunreinigung in Blutkulturen gelangen.

Ein Resistenzprofil kann mittels QuickFISH allerdings nicht ermittelt werden. (90)
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1.2.3.3 Matrix-Assisted Laser Desorption lonization — Time of Flight

Mass Spectrometry

In den 1970 Jahren gab es bereits erste Bestrebungen Bakterien mittels Massenspektromet-
rie zu identifizieren, wenngleich diese Bestrebungen nicht auf Analysen von Proteinen
basierten. (92) 1980 wurde das Matrix-Assisted Laser Desorption Ionization — Time of
Flight Mass Spectrometry (MALDI-TOF MS) entwickelt, eine Maschine, die Bakterien
mittels ihrer Proteinzusammensetzung massenspektrometrisch identifiziert. (93) In den
1990 Jahren konnten Referenzdatenbanken und Software entwickelt werden, wodurch die

Kommerzialisierung dieses Produkts moglich wurde. (94,95)

Die Identifikation von Bakterien stellt einen wichtigen Schritt in der mikrobiologischen
Diagnostik dar und kann wesentliche therapeutische Konsequenzen haben. Friiher verwen-
dete man zur Identifikation von Bakterien phinotypische und biochemische Tests, die
Stunden bis Tage dauerten. MALDI-TOF MS revolutioniert die Identifikation von Bakte-
rien und Pilzen in der klinischen Mikrobiologie. Es stellt eine schnelle und genaue Metho-

de zur Keimidentifikation dar. (96)

1.2.3.3.1 Funktionsweise MALDI-TOF MS

Die Verwendung erfordert eine Kolonie einer Bakterienkultur, Ameisenséure und eine
Matrix. MALDI-TOF MS verwendet eine Matrix, die die Desorption und lonisation von
unbekannten Bakterien durch Energiepulse eines ultravioletten N2-Lasers unterstiitzt. Die
Matrix besteht aus Substanzen, die die Energie des Lasers stark absorbiert, wie zum Bei-
spiel a-Cyanohydroxyzimtsdure. Des Weiteren trennt die Matrix die einzelnen Molekiile
der Mikroorganismen voneinander. Molekiile der Matrix und der Bakterien werden desor-
biert, wobei der Grofteil der Energie des Lasers von den Matrixmolekiilen, die dadurch
ionisiert werden, aufgenommen wird. Durch zufillige Kollisionen der Matrixmolekiile, die
sich jetzt in der Gasphase befinden, wird Energie von diesen auf die Bakterienmolekiile
iibertragen. Die Wolke an positiv geladenen mikrobiellen Proteinmolekiilen, groftenteils
ribosomalen Proteinen, werden durch ein positiv geladenes elektrostatisches Feld in ein

»time of flight” (TOF) Massenspektrometer geleitet.
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Die Ionen bewegen sich dabei mit unterschiedlichen Geschwindigkeiten, abhéngig von
threr Grof3e, auf einen Ionendetektor zu. Der Ionendetektor befindet sich in am Ende einer
Rohre, in der ein Vakuum herrscht. Kleinere Molekiile bewegen sich dabei viel schneller
als groflere. Auf diese Weise kann ein Massenspektrum generiert werden, das die Zahl der
Ionen abhingig von ihrer Masse und der benétigten Zeit fiir die Bewegung zum lonende-

tektor widerspiegelt. (94)

Das im Massenspektrometer erzeugte Pro-

lon Detector \\ fil eines Mikroorganismus ist kein indivi-
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d
Abbildung 6: Matrix-assisted laser desorption ionization—time of flight mass spectrometry (MALDI-TOF MS).

Die Target-Platte wird in die lonisierungskammer des MALDI eingelegt. Es erfolgt der Beschuss mittels Laser, was
Molekiile der Matrix und des Mikroorganismus lost. Die Matrixmolekiile nehen den Grofiteil der Enerige auf, geben
diese aber durch Kollisionen auf die Molekiile der Mikroorganismen ab. Die positiven geladenen lonen der Mikroorga-
nismen, werden aufgrund ihrer Geschwindigkeit im elektrostatischen Feld massenspektrometrisch vermessen und ein
Massenspektrum wird generiert.

Abbildung aus Patel R. Matrix-assisted laser desorption ionization-time of flight mass spectrometry in clinical microbi-
ology. Clin Infect Dis 2013 Aug;57(4):564-572. Verwendung der Abbildung genehmigt durch Oxford University Press ©.

1.2.3.3.2 Identifikation durch MALDI-TOF MS mittels Subkultur

Nachdem eine Blutkultur positiv wird, kann durch Aufbringen auf eine Agarplatte und
Inkubation sichergestellt werden, dass eine Reinkultur analysiert wird. Nach einer Inkuba-
tionszeit von 12 bis 24 Stunden sind geniigend Bakterien gewachsen, um diese Subkultur

durch biochemische Methoden zu identifizieren.
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Allerdings erhilt man bereits nach weniger als sechs Stunden eine Reinkultur, die fiir die

Identifikation mittels MALDI-TOF MS verwendet werden kann. (16)

Idelevich et al. zeigten, dass auch die Identifikation von Subkulturen, die kiirzer als sechs
Stunden auf Agarplatten bebriitet wurden, mittels MALDI-TOF MS mdglich ist. Grampo-
sitive, aerobe Kokken konnten in 64,0 % und gramnegative, aerobe Stibchen in 97,6 %
aller Félle bei weniger als sechsstiindiger Inkubation identifiziert werden. Durch Verldnge-
rung der Inkubationszeit auf acht Stunden, konnte eine Steigerung der Identifikation von
grampositiven, aeroben Kokken auf 96,5 % erreicht werden, wohingegen bei den gramne-

gativen keine Steigerung zu beobachten war. (97)

Verroken et al. und Kohlmann et al. konnten dhnlich Ergebnisse erzielen. (98,99) Verroken
et al. konnten nach einer fiinfstiindigen Inkubation einer positiven Blutkultur auf einer Co-
lumbia-Blutagarplatte eine korrekte Identifikation mittels MALDI-TOF MS zu 81,1 %

erreichen. Fehler traten am hiufigsten bei Anaerobiern und Pilzen auf. (99)

Kohlmann et al. hingegen inkubierten positive Blutkulturen vier Stunden auf Kochblutag-
arplatten und konnten bei verdnderten Grenzwerten bei der Identifikation, Mikroorganis-
men zu 69,5 % korrekt identifizieren. Grampositive Kokken konnten in 68,4 % der Féille
korrekt identifiziert werden, wobei Staphylococcus aureus und Enterokokken zu 100 %
korrekt identifiziert wurden. Gramnegative Erreger konnten zu 97,6 % identifiziert werden.
Die korrekte Identifikation von grampositiven Stibchen und Pilzen konnte nicht sicher

gewdhrleistet werden. (98)

1.2.3.3.3 Identifikation durch MALDI-TOF MS ohne Subkultur

Bevor MALDI-TOF MS aus einer Blutkultur ohne Subkultur — ohne vorangegangenes
Wachstum des Erregers auf einer Agarplatte — durchgefiihrt werden kann, miissen die Mik-
roorganismen aus den positiven Blutkulturen isoliert und danach gereinigt werden. Dazu
werden Lyse-Zentrifugations-Methoden (100-102), Saponinen und anderen milden Deter-
genzien (103), Methoden um das Serum zu trennen (104) und das Sepsityper Kit (Bruker
Daltonics Inc., Billerica, MA, USA) (105) verwendet. Durch diese Arten der Vorbereitung
gewinnt man ein Pellet, das genug Material enthdlt, um weitere mikrobiologische Untersu-
chungen inklusive der Resistenztestung mittels Vitek 2 ® (bioMérieux) (106) durchzufiih-
ren. (16)
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Die Genauigkeit der Identifikation mittels MALDI-TOF MS ohne Subkultur hdngt wesent-
lich von der Anreicherungsmethode ab. Prod’hom et al. konnten in ihrer Studie eine kor-
rekte Identifikation aus dem Bakterienpellet in 78,7 % der Félle erreichen. Diese verwen-
deten die Lyse-Zentrifugations-Methode unter Zugabe von Ammoniumchlorid. Prod’hom
et al. konnten zu 21,3 % keine korrekte Identifikation erzielen. Bei iiber 80 % der nicht
korrekt identifizierten Erreger handelte es sich, um grampositive Kokken, hauptsidchlich
Streptokokken und Koagulase-negative Staphylokokken. (100) March-Rossello et al. konn-
ten mit einer verdnderten Zentrifugations-Methode eine korrekte Identifikation von gram-

negativen in 97,3 % und von grampositiven in 98,4 % der Fille erzielen. (107)

Meex et al. verglichen in ihrer Studie das Sepsityper Kit mit der Saponin-Methode. Beide
Methoden erzielten dhnliche Identifikationsraten, wobei das Sepsityper Kit mit 67,29 %
gering bessere Ergebnisse als die Saponin-Methode (66,36 %) erzielen konnte. Beide Me-
thoden erzielten schlechte Ergebnisse bei der Identifikation von grampositiven Erregern,
dennoch konnte das Sepsityper Kit hier 58,21 % korrekt identifizieren und die Saponin-
Methode 52,24 %. Bei der Identifikation von gramnegativen Erregern konnten bessere
Ergebnisse erzielt werden. Hier konnte die Saponin-Methode 90 % der Erreger korrekt

identifizieren und das Sepsityper Kit hingegen nur 82,5 % korrekt identifizieren. (103)

Probleme bei der Identifikation von Bakterien aus Bakterienpellets treten vor allem bei
Bakterien auf, die schwer zu lysieren sind, wie zum Beispiel Klebsiella pneumoniae, und
bei eng verwandten Bakterienspezies, wie zum Beispiel Mitis-Streptokokken. (108) Ein
weiterer Nachteil der Anreicherungsmethoden ist, dass diese viel mehr Arbeitszeit in An-
spruch nehmen und teurer sind, als Methoden, die Subkulturen von Agarplatten gewinnen.
Ergebnisse konnen dafiir bereits eine Stunde, nachdem die Blutkultur positiv geworden ist,

generiert werden. (98,109)

26



1.2.4 Empfindlichkeitstestung von Bakterien

Adiquate Therapien von bakteriellen Infektionen konnen durch Identifikation des Erregers
und durch Austestung der Resistenzen unterstiitzt werden. (39) Wie bereits erwihnt, erhoht
eine inaddquate antiinfektive Therapie die Mortalitdt bei Sepsis (54-56). Aber nicht nur in
dieser Hinsicht ist die Empfindlichkeitstestung (AST) sehr bedeutsam, sondern auch fiir
die Reduktion des Spektrums antibiotischer Therapien, wodurch der Selektionsdruck auf
resistente Erreger und der negative Einfluss auf niitzliche Bakterien des Menschen verrin-

gert werden kann. Des Weiteren kann eine Reduktion der Toxizitit gewéhrleistet werden.

(16)

1.2.4.1 Plattchendiffusionstest

Der Pléttchendiffusionstest ist eine sehr hdufig verwendete und gleichzeitig eine der dltes-
ten Methoden, um die Empfindlichkeit von Bakterien zu testen. Damit kann ein weites
Spektrum an antiinfektiven Substanzen ausgetestet werden. Diese Methodik ist ebenfalls
fiir die meisten Bakterien verfiigbar. (110) Vorteile dieser Methode sind einfache Durch-
fiihrung, geringe Kosten, Moglichkeit viele Antibiotika und Mikroorganismen zu testen

und einfache Interpretation. (111)

Agarplatten werden mit einem standardisierten Inokulum des entsprechenden Mikroorga-
nismus beimpft, wobei das Inokulum dabei auf der Platte gleichméBig verteilt wird. (110)
Wird der Erreger aus einer positiven Blutkultur gewonnen, wird ein standardisiertes Volu-
men aus der Blutkultur (100-150 pL) direkt auf die Platte aufgetragen und ebenfalls
gleichmiBig verteilt. (112) Eine gleichméBige Verteilung erreicht man durch Verwendung
eines automatischen Plattenrotators oder durch dreifaches Ausstreichen des Inokulums in
verschiedene Richtungen. Vor allem bei grampositiven Erregern sollte auf eine gleichma-

Bige Verteilung geachtet werden. (110)
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Danach werden Filterpapierscheiben, die ein Antibiotikum in gewiinschter Konzentration
enthalten, auf die Agarplatte aufgetragen. (111) Dabei sollte darauf geachtet werden, dass
diese Plittchen in engem Kontakt mit der Oberfliche des Agars stehen und gleichméBig
aufgebracht werden. Die maximale Anzahl der Pléttchen pro Platte sollte nicht iiberschrit-
ten werden, da es sonst zu iiberlappenden Hemmhofen oder zu Interaktionen der Antibioti-
ka kommen kann (maximal sechs Plittchen auf einer Agarplatte mit 90 mm Durchmesser).
(110) Die Antibiotika diffundieren in den Agar und hemmen das Wachstum der Mikroor-

gansimen, wodurch die Hemmhofe entstehen. (111)

AnschlieBend werden die Agarplatten bei standardisierten Bedingungen (35 °C, bei man-
chen Erregern zusitzlich 4-6 % CO,) fiir 16-20 Stunden inkubiert. Eine langere Bebriitung
wird von der EUCAST (European Committee on Antimicrobial Susceptibility Testing)
nicht empfohlen, da dies zu Wachstum der Bakterien in die Hemmhofe fithren kann, wo-

raus verfalschte Ergebnisse resultieren konnen. (110)

Abbildung 7: Antibiogramm mittels Pldttchendiffusionstest.

Der Agar ist gleichmdf3ig von einem Bakterienrasen tiberzogen. Der Agar ist mit vier Antibiotika-Pldttchen belegt. An-
hand der Durchmesser der Hemmhdfe rund um das Antibiotikum, kann die Empfindlichkeit des Erreger gegeniiber des-
sen abgelesen werden.

Bild modifiziert aus Methodology - EUCAST rapid antimicrobial susceptibility testing (RAST) directly from positive
blood culture bottles. 2018, Available at:

http://www.eucast.org/fileadmin/src/media/PDFs/EUCAST files/RAST/Methodology EUCAST RAST v1 20181126.pdf.
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Die Agarplatte sollte nach der Inkubationszeit einen gleichméBigen Keimrasen aufweisen,
mit Ausnahme der Hemmbhofe, die sich bei Wirkung der Antibiotika rund um das jeweilige
Pléttchen gebildet haben. Die Durchmesser der Hemmhofe werden vermessen und konnen
anhand der aktuell geltenden EUCAST-Guideline interpretiert werden. So kann speziell fiir
jedes getestete Antibiotikum ein Ergebnis beziiglich Sensibilitit oder Resistenz generiert

werden. (110)

1.2.4.2 Bestimmung der minimalen Hemmkonzentration

Unter der minimalen Hemmkonzentration (MHK) versteht man die geringste Konzentrati-
on eines Antibiotikums, die das sichtbare Wachsen eines Mikroorganismus verhindert. Die
MHK kann allerdings nicht mit dem Pléttchendiffusionstest bestimmt werden, da die Men-
ge des Antibiotikums, das in den Agar diffundiert nicht genau quantifiziert werden kann.
Es gibt dennoch Algorithmen zur ungefdhren Abschitzung der MHK, die auf dem Durch-
messer der Hemmhofe basieren. (111) Es besteht ein linearer Zusammenhang zwischen
dem Hemmhofdurchmesser und dem log;MHK. Diese Korrelation stellt die Basis fiir die

Bestimmung der Durchmesser der Hemmzonen dar. (39)

Zur Bestimmung der MHK werden ETEST® (bioM¢érieux) und Dilutionstest (Reihenver-

diinnungstest) verwendet. Letzterer wird auch automatisiert durchgefiihrt. (39,111,113)

1.2.4.2.1 ETEST® (bioMérieux, Marcy l 'Etoile, Frankreich)

Der ETEST kombiniert das Prinzip der Verdiinnungsreihe mit dem der Diffusionsmethode.
Er basiert auf dem Erstellen eines Konzentrationsgradienten der antiinfektiven Susbstanz
auf der Agarplatte. Hierfiir wird ein Streifen, auf dem eine steigende Konzentration des
Antibiotikums aufgetragen ist, auf den Agar aufgebracht. Um den Streifen herum bildet
sich eine ellipsenformige Zone der Wachstumshemmung. Die MHK kann dann am Ur-

sprung der Ellipse am ETEST nach ausreichender Bebriitung abgelesen werden. (111,114)

In vielen Studien konnte die Genauigkeit des ETESTs gezeigt werden. (111,115,116) Ba-
ker et al. verglichen den ETEST mit der Mikro-Dilutionsmethode und mit der Agar-
Dilutionsmethode. Sie konnten sowohl eine Ubereinstimmung der MHK des ETESTs mit
den genannten Methoden zeigen als auch eine Ubereinstimmung der MHK bei den beiden
Dilutionstests. (116) Pailhories et al. verglichen die MKH fiir Ertapenem des ETESTs mit
der MHK der Agar-Dilutionsmethode und der des Vitekt 2 Systems (bioMérieux) an

Enterobacter cloacae.
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Pailhoriés et al. konnten Ubereinstimmungen der MHKs bei ETEST und Agar-
Dilutionsmethode feststellen, jedoch trat eine Diskrepanz mit den Ergebnissen des Vitek 2
auf. Die im Vitek 2 gemessene, hohere MHK fiihrte meist zum Ergebnis ,,resistent”. Durch
Vitek 2 als resistent eingestufte Erreger konnten nur zu 58 % durch die genannten anderen
Methoden ebenfalls als resistent eingestuft werden. Die Diskrepanz der Ergebnisse konnte
eventuell dadurch erkldrt werden, dass Vitek 2 Carbapenemase-produzierende Erreger mit

geringer Carbapenemresistenz besser identifizieren kann. (113)

Der ETEST kann ebenfalls zur Untersuchung von Interaktionen verschiedener Antibiotika
verwendet werden. Zwei verschiedene Methodiken, um den Synergismus von Antibiotika
mittels ETEST zu evaluieren, sind bekannt. (117) Bei der ersten Methode legt man den
ersten ETEST-Streifen auf die Oberfliche des Agars und ersetzt diesen nach einstiindiger
Bebriitungszeit durch den zweiten ETEST-Streifen. Ein Synergismus der Antibiotika kann
durch eine Abnahme der MHK, verglichen mit den einzelnen MHKs festgestellt werden.
(117,118) Alternativ kdnnen die ETESTs auch im rechten Winkel iibereinander auf den
Agar gelegt werden. Bei Verwendung dieser Methodik muss allerdings im Anschluss an
die Inkubation der fraktionelle Hemmkonzentrationsindex auf Basis der einzelnen MHKs
berechnet werden. Ist dieser Index kleiner als 0,5 liegt ein Synergismus vor. (117,119)
Einzelne ETESTs zur Bestimmung der MHKs der jeweiligen Substanzen werden auf die
gleiche Agarplatte so aufgebracht, dass sie nicht mit den anderen interagieren kdnnen.

(117,118)

1.2.4.2.2 Dilutionstests

Reihenverdiinnungstests sind die akkurateste Methode, um die MHK zu bestimmen, da bei
dieser Methode die Konzentration der antiinfektiven Substanz im Agar (Agar-
Dilutionsmethode) oder im Nidhrmedium (Makro- oder Mikrodilutionsmethode) gut abge-
schitzt werden kann. (111) Vitek 2 ® (bioMérieux) ist ein automatisiertes System zur
Empfindlichkeitstestung und Identifikation, das auf der Mikrodilutionsmethode basiert.
(120-122)
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1.2.4.2.2.1 Bouillon-Dilutionsmethoden

Diese Reihenverdiinnungstests verwenden antiinfektive Substanzen in aufsteigenden, sich
verdoppelnden Konzentrationen und ein fliissiges Wachstumsmedium, das sich entweder
in Rohrchen mit mindestens 2 Milliliter (Makrodilution) oder in Wells auf Mikrotitrierplat-
ten mit sehr kleinen Volumina (Mikrodilution) befindet. Die Wells oder Rohrchen werden
mit einem Inokulum eines Mikroorganismus mit 0,5 McFarland inkubiert und kénnen nach
ausreichender Bebriitung abgelesen werden. (111,123) Wachstum wird durch eine Triibung

des Mediums signalisiert. (124)

Zur Erleichterung des Ablesens der MHK wurden verschiedene Hilfsmittel in die Mikrodi-
lutionsmethode implementiert, wie zum Beispiel Zugabe von Tetrazoliumsalzen oder
Resazurin. (111,125,126) Die Tetrazolinumsalze werden bei Vorhandensein von lebensfa-
higen Mikroorganismen zum wasserldslichen, roten Farbstoff Formazan umgewandelt.
(125) Resazurin wird bei der sogenannten ,,Alarm Blue Dye* verwendet und gilt ebenfalls
als Farbstoff, der Wachstum anzeigt. (126) Metabolische Aktivitit der wachsenden Bakte-
rien reduziert den blauen Farbstoff Resazurin, wodurch dieser eine pinke Farbe annimmit.

(127)

Es konnte gezeigt werden, dass die Menge des Inokulums (128), die Art des Ndhrmediums
(129) sowie die Inkubationszeit die Werte der MHK beeinflussen konnen. (130) Die
EUCAST hat in ihrer Guideline zum Thema Bouillon-Dilutionsmethode auf den internati-
onalen Standard verwiesen, um eine Standardisierung der Methode zu gewéhrleisten. Er-
gebnisse fiir die MHK gelten laut EUCAST nur dann als valide, wenn eine Reinkultur vor-
liegt, die korrekte Menge des Inokulums verwendet wurde und ein ausreichendes Wachs-

tum in der Wachstumskontrolle nachweisbar ist. (124)
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1.2.4.2.2.2 Vitek 2 ® (bioMérieux)

Der Vitek 2 ist die Weiterentwicklung des Vitek-classic, der in den 1960er-Jahren fiir die
NASA entwickelt worden ist. (121) Dabei handelt es sich um eine automatisierte Methode
zur Bestimmung der MHK auf Basis der Mikrodilutionsmethode. (122) Ein wesentlicher
Vorteil der MHK-Bestimmung mittels Vitek ist die Reproduzierbarkeit der Ergebnisse.
Dies kann auf Standardisierung der Beimpfung, kontinuierliche Bebriitung auch wihrend
des Ablesens und Uberpriifung des Geriits durch Selbstests und Qualititskontrollzertifikate
zuriickgefiihrt werden. (121)

Ein Inokulum mit 0,5-0,6 McFarland des Erregers muss zu Beginn erstellt werden. Dies
wird dann automationsgesteuert in die Vitek-Karten gefiillt, welche anschlieBend versiegelt
werden. Auf den Karten findet man 64 Vertiefungen, die mit einem Kulturmedium gefiillt
sind. Sie stellen jeweils eine Wachstumskontrolle und entsprechende Verdiinnungsreihen

von Antibiotika dar.

Wihrend der Inkubationszeit misst das Gerit im viertelstiindlichen Intervall kolorimetrisch
die Triibung in den einzelnen Vertiefungen der Karte. (121) Die Inkubationszeit jeder Kar-
te wird automatisch aufgrund verschiedener Parameter bestimmt. Basierend auf dem Ver-
gleich der Daten aus der Wachstumskontrolle mit den Daten aus der Verdiinnungsreihe der

Antibiotika kann der Vitek eine MHK errechnen. (120)

1.2.4.2.2.3 Agar-Dilutionsmethode

Bei dieser Methode werden unterschiedliche Konzentrationen eines Antibiotikums — typi-
scherweise sich verdoppelnde — in den Agar eingebracht. Anschlieend wird das Inokulum
auf den Agar aufgetragen und die Platte wird inkubiert. Die MHK entspricht jener gerings-
ten Konzentration der antiinfektiven Substanz, bei der kein Wachstum mehr festgestellt

werden kann. (111)
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1.3 Molekulare Methoden zur beschleunigten Sensibilitatstes-
tung

Die Vorteile einer beschleunigten Sensibilitdtstestung bei Sepsis — ndmlich schnellere Op-
timierung der antiinfektiven Therapie, geringere Nebenwirkungen und Verminderung der
Toxizitét durch Vermeidung unnétiger Therapie (16) sowie Senkung der Mortalitét (54,56)

— wurden bereits oben erwihnt.

Zurzeit gelten Blutkulturen nach wie vor als diagnostischer Goldstandard, zur Identifikati-
on und Suszeptibilititstestung von Erregern aus der Blutbahn. (16,72,131) Dies ist auf die
hohe Sensitivitdt von Blutkulturen und die leichte Durchfiihrbarkeit der Sensibilitétstes-
tung zuriickzufiihren. (16) Dennoch bestehen Nachteile in der Diagnostik mittels dieser
Methoden. Einerseits bendtigen herkommliche Methoden zur Empfindlichkeitstestung re-
lativ lange, um Ergebnisse zu liefern: Es dauert ungefidhr einen Tag oder auch deutlich
langer, bis Blutkulturen positiv werden und noch einen weiteren Tag, bis das Antibio-
gramm abgelesen werden kann. (16,72,132) Andererseits konnen bereits abgetotete Erreger
mittels Blutkulturen nicht identifiziert werden, da sich diese nicht mehr vermehren konnen.
Wurde vor Abnahme der Blutkulturen eine antibiotische Therapie eingeleitet, kann es zu
einer Verzogerung oder sogar zu einem Scheitern der herkdmmlichen Diagnostik kommen.

(72,132,133)

Molekulare Methoden zur mikrobiologischen Diagnostik wurden im letzten Jahrzehnt als
Alternativen zur herkdmmlichen Diagnostik entwickelt. Urspriinglich wurden molekulare
Methoden fiir langsamwachsende Erreger wie zum Bespiel Mycobakterien und Helicobac-
ter pylori entwickelt. (132,134,135) Allerdings wurde dieses Prinzip auch auf andere Erre-
ger Ubertragen, da in Zeiten von wachsender Resistenzentwicklung Sensibilititstestungen
flir eine addquate antiinfektive Therapie die Grundlage darstellen. (136) Einige dieser neu-
en Ansdtze kdnnen mit positiven Blutkulturen durchgefiihrt werden, andere hingegen sind
direkt aus einer Blutprobe durchfiihrbar. (137) Die zurzeit verfiigbaren Methoden aus
Blutkulturen basieren auf vier verschiedenen Ansétzen: In-situ-Hybridisierungs-Methoden,
DNA-Microarray-basierte-Methoden, Nukleinsidure-amplifizierende-Methoden und kom-
binierte Methoden. Methoden aus Vollblut basieren auf der Amplifikation von Nukleinsiu-

ren, auf der magnetischen Resonanz von Wasserprotonen und auf der Metagenomik.
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In Abbildung 8 wird gezeigt, welche molekulare Methode zu welchem Zeitpunkt durchge-

fiihrt werden kann. (72)
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Abbildung 8: Mégliche Zeitpunkte, an denen molekulare Methoden zur Identifikation und teilweise zur Empfindlichkeits-
testung eingesetzt werden kénnen.

Abbildung aus Peker N, Couto N, Sinha B, Rossen JW. Diagnosis of bloodstream infections from positive blood cultures
and directly from blood samples: recent developments in molecular ap-proaches. Clin Microbiol Infect 2018
Sep;24(9):944-955. Verwendung der Abbildung genehmigt durch Elsevier®©.

1.3.1 Anwendung molekularer Methoden aus positiven Blutkulturen

1.3.1.1 In-situ-Hybridisierungs-Methoden

Die Hybridisierung von zwei DNA-Stringen basiert auf dem Prinzip der komplementéren
Basenpaarung. Wie oben bereits erwéhnt, wird dabei ein bekannter Strang einer unbekann-
ten Probe hinzugefiigt, die dadurch identifiziert werden soll. FISH basiert auf demselben
Prinzip und das Ergebnis der Bindung kann durch ein Fluoreszenzmikroskop sichtbar ge-
macht werden. Zu dieser Technik gehdren die oben bereits erwdhnten Methoden PNA-

FISH und QuickFISH (Vergleiche 1.2.3.2). (72)
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Ebenfalls auf dem Prinzip der Hybridisierung beruht das Accelerate Pheno™™ (Accelerate
Diagnostics™, Arizona, USA). Dabei handelt es sich um ein automatisiertes System, das
zur Identifikation und Sensibilititstestung von Bakterien und Pilzen eingesetzt werden
kann. (72,138) Die Identifikation eines Erregers dauert circa 90 Minuten und die Sensibili-
tatstestung inklusive der MHK ungeféhr sieben Stunden. Das Accelerate Pheno System
verarbeitet die Probe automatisch und immobilisiert die Erreger, um diese als einzelne Zel-

len zu beobachten. Zelle fir Zelle wird mittels FISH identifiziert.

Die Sensibilititstestung wird mittels morphokinetischer Analyse der Zellen in der
Schwarzlichtmikroskopie durchgefiihrt. Dabei wird das Wachstum einzelner, lebender,
immobilisierter Zellen in der Anwesenheit von jeweils einer bestimmten Konzentration
eines Antibiotikums sowie in der Abwesenheit von Antibiotika (Wachstumskontrolle) im
circa zehnminiitigen Intervall iiberpriift. Die so generierten Daten werden mithilfe der ent-
sprechenden Grenzwerte (FDA und/oder CLSI) automatisch interpretiert. (138) Charnot-
Katsikas et al. zeigten, dass das Accelerate Pheno System bei der Identifikation von gram-
positiven und gramnegativen Bakterien eine Sensitivitdt von 95,6 % erreichte, bei einer
Spezifitit von 99,5 %. Bei der Suszeptibilitétstestung erzielte das Accelerate Pheno sowohl
hinsichtlich der MHK (+ einer sich verdoppelnden Konzentrationsstufe des Antibiotikums)
als auch bei der Interpretation der Ergebnisse als sensibel, resistent oder intermedidr zu

iiber 95 % korrekte Ergebnisse. (139)

In einer multizentrischen Studie evaluierten Pancholi et al. die Performance des Accelerate
Pheno System im Vergleich zu der des Vitek 2 bei der Identifikation von Erregern. Zudem
wurde die Leistung des Accelerate Pheno Systems bei der Sensibilitdtsbestimmung der des
Pléttchendiffusionstests oder des Mikrodilutionstests gegeniibergestellt. Bakterien und Pil-
ze konnte das Accelerate Pheno System mit einer Sensitivitdt von 97,5 %, bei einer Spezi-
fitdt von 99,5 %, korrekt identifizieren. In iiber 97 % der Fille stimmte die Sensibilitdtstes-
tung des Accelerate Pheno Systems bei grampositiven Erregern mit oben genannten Refe-
renzmethoden iiberein. Bei gramnegativen konnten Pancholi et al. ein Ergebnis von tiber

94 % erzielen. (138)
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1.3.1.2 DNA-Mikroarray-basierte-Methoden

DNA-Mikroarrays bestehen aus kurzen Oligonukleotiden, die auf einem festen Medium
befestigt sind. (72) Darauf werden markierte Nukleinsduren aufgetragen, die an die befes-
tigen Nukleinsduren der Mikroarrays durch Hybridisierung binden. Durch diese Methode
kann die relative Konzentration einer bestimmten DNA-Sequenz bestimmt werden. (Ver-
gleiche Abbildung 9) Durch Verwendung eines Arrays mit einer sehr groBen Anzahl an
DNA-Sequenzen konnen Arrays zur Quantifizierung einer sehr grolen Zahl von verschie-

denen DNA-Sequenzen verwendet werden. (140,141)

On the surface In solution After Hybridization
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Abbildung 9: Vereinfachte Darstellung des Prinzips eines Mikroarray.

Abbildung aus Bumgarner R. Overview of DNA Microarrays: Types, Applications, and Their Future. Current Protocols
in Molecular Biology 2013 01/01; 2019/04,101(1):22.1.1-22.1.11. Verwendung der Abbilidung genehmigt durch John
Wiley & Sons Limited®©.

Verigene® (Luminex® Corporation, frither Nanosphere, USA) basiert auf diesem Prinzip.
Es stehen zwei verschiedene Panels zur Verfiigung, die sowohl zur Identifikation von Er-
reger als auch zum Nachweis der liblichen Resistenzgene verwendet werden konnen. Eines
dieser Panels ist fiir grampositive (12 Spezies) und deren Resistenzgene und das andere fiir
gramnegative Bakterien (9 Spezies) und deren Resistenzgene. (72) Verigene identifiziert
Bakterien und die assoziierten Resistenzgene mit einer Sensitivitit von 81 %, bei einer
Spezifitit von liber 98 %. (72,142,143) Ergebnisse liefert das Verigene-System nach unge-
fahr 2,5 Stunden. (72,142)
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1.3.1.3 Nukleinsaure-amplifizierende-Methoden

Die Polymerasekettenreaktion (PCR) stellt die meistverwendete Methode zur Vervielfilti-
gung von Nukleotiden in der Identifikation von pathogenen Erregern dar. Eine PCR kann
direkt aus dem Blut oder aus einer positiven Blutkultur durchgefiihrt werden. Derzeit sind
sowohl die Breitspektrum-PCR als auch die Multiplex-PCR in Verwendung. (72)
Breitspektrum-PCRs konnen die DNA von allen in einer Probe vorhandenen Erreger durch
Verwendung von stark konservierter tDNA vervielféltigen. Diese stark konservierten
DNA-Fragmente sind die 16S-rDNA bei Bakterien und die 18S-rDNA bei Pilzen. Durch
Sequenzierung der DNA oder durch Verwendung von Real-time-PCR-Methoden kénnen
die Erreger identifiziert werden. (72,144-146) Multiplex-PCR-Assays hingegen zielen nur
auf eine bestimmte Anzahl von Erregern ab, da sie nur gewisse chromosomale Regionen
von Pathogenen amplifizieren. (72,144) Oft werden diese mit Assays kombiniert, die po-

tentiell vorhandene Resistenzgene vervielféltigen konnen. (72)

Loop-mediated isothermal amplification (LAMP) ist ein neuerer Ansatz zur Amplifikation
von Nukleinsduren, der der PCR hinsichtlich Sensitivitit und Effizienz sehr dhnlich ist. Ein
wesentlicher Vorteil der LAMP ist, dass die DNA-Amplifikation unter isothermen Bedin-
gungen ablduft. (72,147,148) Dadurch ist die Anschaffung von teurem Equipment, das fiir
die PCR benotigt wird, nicht notwendig. (149)

FilmArray® (bioMérieux, Marcy I'Etoile, Frankreich) ist ein Multiplex-PCR-System, dass
automatisiert die Probe prépariert, mittels PCR amplifiziert und Ergebnisse automatisch
erfasst sowie analysiert. Fiir die Identifikation von Blutstrominfektionen wurde das Film-
Array® Blood Culture Identification Panel (BCID) entwickelt, das 24 Mikroorgansimen
(19 Bakterienspezies und 5 Pilzarten) und 4 Resistenzgene in einer Stunde identifizieren
kann. Zu diesen Resistenzgenen zdhlen mecA (Methicillin), vanA/B (Vancomycin) und
KPC (Carbapenem). Die benétigte Arbeitszeit dieses Vorgangs betrdgt ungefdahr zwei Mi-
nuten. (72,150)
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Salimnia et al. fithrten eine, vom Hersteller finanzierte, multizentrische Studie mit 2 207
positiven, aeroben Blutkulturen durch, um Sensitivitdt und Spezifitit des FilmArray-
BCID-Panels zu evaluieren. In dieser Studie konnte gezeigt werden, dass das FilmArray-
BCID bei der Identifikation von Erregern eine Sensitivitdt von liber 96 % aufweist. Die
Resistenzgene vanA/B und KPC konnten mit 100-prozentiger Sensitivitdt und Spezifitét
identifiziert werden. Die Sensitivitit und Spezifitit fiir mecA lag bei tiber 98 %. (151,152)
In kleineren Studien konnten dhnliche Ergebnisse erzielt werden. (153-155) Southern et al.
zeigten in ihrer Studie eine Sensitivitdt von 80,4 % unter Berlicksichtigung aller in die Stu-
die eingeschlossenen Blutkulturen. Wurden allerdings nur Erreger beriicksichtigt, die das
BCID-Panel enthélt, konnte eine Sensitivitdt von 94,6 % erreicht werden. Die Spezifitit

des BCID-Panels betrug 100 %. (154)
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1.3.1.4 Kombinierte Methoden

Unlidngst wurden Systeme entwickelt, die die Vorteile verschiedener molekularer Metho-

den kombinieren. Zu diesen zéhlen unter anderem der Sepsi Flow Chip und ePlex®. (72)

Der Sepsi Flow Chip (Master Diagnoéstica, Granada, Spain) ist ein diagnostischer Assay,
der die meisten Erreger von Bakteridmien und deren Resistenzgene durch eine Multiplex-
PCR gefolgt von einer Hybridisierungsmethode identifizieren kann. (156) Das System
kann mehr als 36 Bakterien- und Candida-Spezies sowie 20 Resistenzmarker binnen drei
Stunden identifizieren. (157) Galiana et al. konnten bei der Identifikation von Bakterien
eine Sensitivitit von 93,3 %, bei einer Spezifitit von 100 % erzielen. In dieser Studie wur-
den Resistenzmarker mit einer Sensitivitit von 93,6 % bei 100-prozentiger Spezifitit iden-
tifiziert. Eine Ubereinstimmung mit den Mehtoden der Standarddiagnostik konnte in

96,2 % der Fille erzielt werden. (156)

ePlex® (GenMarkDx®, Carlsbad, USA) ist ein vollig automatisiertes System, das auf mo-
lekularer Multiplex-Technologie basiert. Durch eine spezielle Form der Probenvorberei-
tung kann eine Reduktion der Kontaminationsgefahr sowie der Arbeitszeit ermoglicht wer-
den. Nach einer Amplifikation des Genmaterials erfolgt eine elektrochemische Detektion
der Ziel-DNA durch den eSensor® (GenMarkDx, USA). Der eSensor basiert auf der kom-
petitiven DNA-Hybridisierung und der elektrochemischen Detektion. Der Vorteil dieser
Detektionsmethode ist, dass diese sehr spezifisch ist. (72,158) Zur Identifikation der Mik-
roorganismen und zum Nachweis von Resistenzgenen stehen verschiedene Panels (gram-
positive Bakterien, gramnegative Bakterien, Pilze) zur Verfligung. Huang et al. hatten
2018 in einer Studie mit Panels gearbeitet, die sich noch in der Entwicklung befanden.
Dennoch konnte sie 89 % der Proben korrekt identifizieren. Nachdem eine Blutkultur posi-
tiv geworden war, fiihrten sie eine Gram-Farbung durch. AnschlieBend gaben Huang et al.
die Proben in den ePlex und verglichen die Ergebnisse mit jenen des Plittchendiffusions-
tests und Vitek 2. Ergebnisse konnten mittels ePlex innerhalb von 1,5 Stunden geniert und

Resistenzmarker konnten zu 100 % korrekt identifiziert werden. (159)
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1.3.2 Anwendung molekularer Methoden direkt aus Vollblutproben

(ohne vorangehende Inkubation)

Die Anwendung von molekularen Methoden aus Vollblutproben ermoglicht eine dulerst
schnelle Identifikation des Erregers, da der zeitintensive Schritt der Inkubation entfallt.
Auf diese Weise konnen aulerdem Hindernisse der Blutkulturdiagnostik, wie zum Beispiel
langsamwachsende Erreger umgangen werden. Ein weiterer Vorteil dieser Art der Diag-

nostik ist, dass fiir die Durchfithrung nur geringe Blutvolumina benétigt werden. (72,160)

Die meisten auf Vollblut basierenden Methoden verwenden PCR-Assays. Das Vorhanden-
sein von Patienten-DNA und anderen Blutbestandteilen erschwert die Diagnostik mittels
PCR, da diese die Kettenreaktion behindern konnen. (72,161,162) AuBBerdem besteht ein
groBBes Risiko falsch-positive Ergebnissen zu erzielen: Nicht nur die DNA des étiologisch
verantwortlichen Mikroorganismus, sondern auch DNA von bereits abgetdteten Organis-
men und DNA, die durch Kontamination eingebracht wurde, werden von der PCR beriick-

sichtigt. (160)

Ein neuer, vielversprechender Ansatz ist die Metagenomik. Dabei wird entweder das ganze
vorhandene genetische Material oder ein spezieller Teil davon direkt aus der Probe analy-
siert. Die Sequenzierung des Genoms basiert entweder auf einem Amplikon (Amplikon-
basierte Metagenomik) oder auf dem gesamten Genom (Shotgun-Metagenomik). Ersteres
basiert auf der parallelen Sequenzierung der fiir Prokaryoten spezifischen 16S-rDNA und

dem groBeren Genkomplex 16S-23S-rDNA. (72,163-165) Zwischen der 16S-rDNA und

der 23S-rDNA befindet sich eine Spacer-Region, die fiir die Taxonomie relevant ist. (166)
(Vergleiche Abbildung 10)
165 Spacer Region 235

e b = w i W =
E b=t = = c
E £% ¢ = £z
£ z3 SE°% 2 %
2 - &° T .

Diagrammatic representation of a phytoplasma rRNA operon

Abbildung 10: Schematischer Darstellung der ribosomalen DNA.
Abbildung aus https://commons.wikimedia.org/wiki/File:Eucaryot rdna.png.
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Die Amplikon-basierte Metagenomik wurde erfolgreich zur Diagnostik von Bakteridmien
aus positiven Blutkulturen (163,164) und direkt aus Vollblut (165,168) eingesetzt. Bei
Letzterer konnte eine dhnliche oder sogar hohere Sensitivitit im Vergleich zu positiven
Blutkulturen erzielt werden. Der Nachteil der Amplikon-basierten Metagenomik ist, dass

nur eine Gruppe von Erregern zum Beispiel Bakterien identifiziert werden kann. (72)

Durch Anwendung von Shotgun-Metagenomik kdnnen hingegen alle Informationen iiber
Bakterien und Viren aus einer Probe, sogar aus polymikrobiellen Proben, bereitgestellt
werden. (169) AuBlerdem kdnnen durch diese Methode Virulenz- und Resistenzgene identi-

fiziert werden. (170)

Das iDTECT™ Blood Dx (PathoQuest SAS, Paris, Frankreich) stellt eine neue Sequenzie-
rungsmethode zur Identifikation von Mikroorganismen aus Blutproben dar, die auf Next
generation Sequencing und metagenomsichen Methoden beruht. (72,171) Durch Verwen-
dung des metagenomischen Next generation Sequencing wird eine unverzerrte Identifika-
tion von Pathogenen ermdglicht. Der grofle Vorteil dieser Methode ist, dass man eine schi-
er unglaublich grof8e Zahl an Mikroorganismen blind identifizieren kann. (172) Die Firma
Pathoquest gibt an, dass das iDTECT Blood Dx iiber 1 200 Bakterien und Viren identifi-
zieren kann. (171) Parize et al. fiihrten eine multizentrische, Proof-of-Concept Studie {iber
ungezieltes Next generation Sequencing durch, die von der Firma Pathoquest finanziert
wurde. Die Studie verglich ungezieltes Next generation Sequencing mit herkdmmlichen
mikrobiologischen Testverfahren (unter anderem Blutkulturen, serologische Tests, Anti-
gen-Nachweisverfahren, PCR) zur Diagnose von Infektionen bei immunkompromitierten
Patienten. Parize et al. konnten zeigen, dass das ungezielte Next generation Sequencing
einen hohen negativen priadikativen Wert hat und mit dieser Methode mehr klinisch rele-

vante Erreger als mit den konventionellen Methoden identifiziert werden konnten. (72,173)

1.3.3 Vor- und Nachteile der molekularen Diagnostik

Ein wesentlicher Vorteil der molekularen Diagnostik ist die kurze Wartezeit auf Ergebnis-
se. Vor allem bei Verwendung von Vollblut kann der Schritt der Blutkulturinkubation
iibersprungen werden, wodurch 16-24 Stunden bei schnell wachsenden Bakterien oder
eventuell mehr Zeit bei langsamwachsenden Bakterien gespart werden konnen. (132) Al-
lerdings muss beriicksichtigt werden, dass bei manchen Methoden eine aufwéndige Pro-

benvorbereitung notwendig ist. (160)
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Ein weiterer Vorteil der molekularen Diagnostik ist die sehr gute Indentifikation von Erre-
gern aus polymikrobielle Proben. Ebenso konnen bereits abgetoteten Erreger sehr gut iden-
tifiziert werden. (132) Dabei sollte allerdings berticksichtigt werden, dass der Nachweis
von bereits abgetoteten Erregern auch zu einem iiberschiefenden Therapieregime oder zu
nicht notwendiger antiinfektiver Therapie fiihren kann, da die Erreger bereits erfolgreich
abgetdtet worden sind. Zusétzlich werden auch Infektionen, die erfolgreich vom Immun-
system abgewehrt worden sind, von molekularen Methoden erkannt, zumal die DNA von

Erregern nach ihrer Abtotung einige Tage in der Blutbahn persistiert. (160)

Neben den Kosten, die normalerweise bei molekularen Methoden hoéher sind als bei den
konventionellen, sollte auch das relativ schmale Spektrum identifizierbarer Resistenzgene
beriicksichtigt werden. Im Vergleich zu den herkémmlichen Methoden konnen auf diese
Weise weniger Informationen {iber die Resistenzen der Erreger generiert werden. Auler-
dem sollte beriicksichtigt werden, dass diese sogenannten molekularen Antibiogramme
keine Informationen iiber Sensibilitdten generieren sondern nur {iber potentielle Resisten-
zen. Nachgewiesene Resistenzgene konnen auch nicht aktiviert oder exprimiert sein,
wodurch das Risiko einer iiberschieenden Therapie besteht. Ebenfalls muss berticksichtigt
werden, dass es der molekularen Diagnostik aufgrund ihres Wesens unmoglich ist, noch
unbekannte Resistenzgene nachzuweisen. Dieses Problem konnte jedoch iiberwunden wer-
den, wenn alle Resistenzgene in einem Erreger identifiziert werden konnten. (132) Bei-
spielsweise konnte bei Staphylococcus aureus gezeigt werden, dass bei Nachweis aller
Resistenzgene durch Sequenzierung des gesamten Genoms die Ergebnisse mit den konven-
tionellen, phédnotypischen Methoden zur Sensibilititstestung iibereinstimmen. (174,175)
Allerdings fehlt den Methoden, die das gesamte Genom eines Erregers analysieren, die
klinische Relevanz, da diese sehr lange dauern. Molekulare Antibiogramme liefern aufer-
dem keine MHKSs. Konventionelle, mikrobiologische Methoden kdnnen aufgrund all dieser
genannten Griinde nicht durch molekulare ersetzt werden. Molekulare Antibiogramme
bieten jedoch die Mdoglichkeit, Informationen iiber Resistenzen von Erregern in kiirzester

Zeit zu gewinnen. (132)

Molekulare, phinotypische Methoden, wie das Accelerate Pheno, umgehen die Problema-
tik der fraglichen Relevanz von Resistenzgenen und liefern MHKs, weswegen ein klar
ersichtlicher Grund zur weiteren Erforschung und Verbesserung von phianotypischen Sen-

sibilititstestungen besteht. (137)
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1.4 Beschleunigte Sensibilitdtstestung von Blutkulturen gemaR
EUCAST 2018

Die EUCAST prisentierte 2018 eine Art der beschleunigten Sensibilititstestung, die nicht
auf molekularen Methoden sondern auf der Plittchendiffusionsmethode beruht. Diese neue
Methodik basiert auf einer verkiirzten Bebriitungszeit von beimpften Agarplatten mit Anti-
biotikapléttchen. 100-150 puL Blut aus einer positiven Blutkultur werden dabei zur Beimp-
fung einer Agarplatten verwendet. Nach vier-, sechs- oder achtstiindiger Bebriitung des
Inokulums auf der Agarplatte, konnen bereits Aussagen iiber die Empfindlichkeit mancher
Erreger gegeniiber gewissen Antibiotika getroffen werden. Diese Methodik ist anwendbar
fiir einige gramnegative Stabchen (Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae, Pseudomonas
aeruginosa) und einige grampositive Kokken (Staphylococcus aureus, Streptococcus
pneumoniae sowie Entercoccus faecalis und Enterococcus faecium). Die Hemmhofe von
Pseudomonas aeruginosa konnen jedoch erst nach sechs- beziehungsweise achtstiindiger

Bebriitungszeit interpretiert werden. (112)

Diese Methodik ist bei zwei der hdufigsten Erreger von Sepsis durchfiihrbar: Opota et al.
konnten zeigen, dass 42 % der von ihnen detektierten Bakteridmien durch Escherichia coli
und Staphylococcus aureus verursacht wurden. (16) Krause et al. konnten am Universitéts-
klinikum fiir Innere Medizin Graz 38,5 % der Bakteridmien auf Escherichia coli und
Staphylococcus aureus zuriickfiihren. (17) Des Weiteren sind die anderen Bakterien, bei
denen diese Methode durchfiihrbar ist, ebenfalls hdufig in Blutkulturen vorzufinden.
(16,17) (Vergleiche Abbildung 1)

Fiir jeden der genannten Erreger sind Grenzwerte fiir jeden Zeitpunkt und fiir jede antiin-
fektive Substanz festgelegt worden (Vergleiche EUCAST Breakpoints RAST). Somit ist
eine Einteilung der Bakterien in die Kategorien ,,sensibel®, ,resistent oder ,,ATU* (Area
of Technical Uncertainty) mdglich. Bei Uberschreitung der jeweiligen Resistenzgrenzen
entspricht die ATU einer Zone mit einem Millimeter bis drei Millimetern im Hemm-
hofdurchmesser. In diesem Bereich ist keine Differenzierung zwischen sensibel und resis-

tent moglich. Je kiirzer die Inkubationszeit umso hiufiger tritt das Ergebnis ATU auf.
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Ist die Interpretation des Antibiogramms nach vier Stunden nicht mdglich, kann die Agar-
platte, wenn diese innerhalb von zehn Minuten reinkubiert wird, fiir zwei weitere Stunden
bebriitet und erneut abgelesen werden. Dies kann nach sechsstiindiger Inkubationszeit wie-
derholt werden. (176) Bei der Anwendung der EUCAST RAST-Methodik muss allerdings
beachtet werden, dass einige Parameter im Vergleich zur normalen Sensibilitdtstestung
mittels Plittchendiffusionstest verdndert werden miissen. Zu diesen zéhlen die Bebriitungs-
zeit der Blutkulturen, die Vorbereitung des Inokulums sowie die Grenzwerte der Hemmho-

fe.

Werden Blutkulturen, nachdem diese als positiv detektiert worden sind, ldnger als 18 Stun-
den in automatisierten Blutkulturlesegeriten bebriitet, ist die Durchfiihrung der EUCAST
Methodik nicht mdglich. Als Inokulum wird unverdiinntes Blut aus positiven Blutkulturen
verwendet. Zur Beimpfung werden 100-150 pL des unverdiinnten Blutes auf die Agarplat-
te aufgetragen und gleichmiBig verteilt. Die Hemmhofdurchmesser sollten nur dann ab-
gemessen werden, wenn sich ein gleichméfiger Bakterienrasen auf der Agarplatte gebildet
hat und die Rander der Hemmhdofe scharf begrenzt sind. Leichtes Wachstum von Bakterien
innerhalb des Hemmbhofs kann ignoriert werden. Dies tritt vereinzelt nach kurzen Inkubati-
onszeiten bei den gramnegativen Bakterien Escherichia coli und Klebsiella pneumoniae in

Kombination mit Betalaktam-Antibiotika auf. (112)

1.5 Ziele der Arbeit

Ziel dieser Studie ist es, die Aussagekraft der neuen EUCAST-Methodik zu evaluieren.
Dabei wird die RAST-Methode (Rapid Antimicrobial Suceptibility Testing) mit Standard-
methoden verglichen. Zu den Standardmethoden zdhlen der Pléttchendiffusionstest nach
24-stiindiger Inkubationszeit und der Vitek 2. Ebenso wird in dieser Studie erhoben, ob die
RAST-Methode zu einer Anderung der antiinfektiven Therapie fiihrt und ob weitere, kli-

nisch relevante MaBBnahmen initiiert werden.
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2 Material und Methoden

Alle positiven Blutkulturen der Universitatsklinik fiir Innere Medizin Graz, die in das Mik-
robiologielabor der Sektion fiir Infektiologie und Tropenmedizin gesendet worden waren,
wurden in die Studie eingeschlossen. Die positiven Blutkulturflaschen wurden nach stan-
dardisiertem Prozedere verarbeitet. Parallel wurde die neue EUCAST Methodik fiir RAST
(Rapid Antimicrobial Susceptibility Testing) durchgefiihrt, falls diese anwendbar war.
(112)

Nachdem das automatisierte Blutkultursystem BACTEC eine Blutkultur als positiv identi-
fiziert hatte, wurde eine Gram-Farbung durchgefiihrt. War eine Blutkultur nicht binnen 18
Stunden, nachdem diese als positiv erkannt worden war, weiterverarbeitet worden oder war
eine Blutkultur nach 09:00 Uhr morgens als positiv detektiert worden, wurde diese von der
Studie ausgeschlossen. Bei Nachweis von mehr als einem Erreger in einer Probe, Pilzen,
gramnegativen Kokken oder grampositiven Stabchen mittels Gram-Farbung ist die Durch-
fiihrung der neuen EUCAST-Methodik nicht mdglich und die Proben wurden aus der Stu-
die ausgeschlossen. Bei Nachweis von gramnegativen Stidbchen (Escherichia coli, Klebs-
iella pneumoniae, Pseudomonas aeruginosa), oder grampositiven Kokken wie Entercoccus
faecalis und Enterococcus faecium sowie Streptococcus pneumoniae und Staphylococcus
aureus wurden 100 uL Blut aus der positiven Blutkultur entnommen und auf einer Miiller-
Hinten-Agarplatte gleichmiBig verteilt. Wurden in der Gram-Féarbung grampositive Kok-
ken in Haufen nachgewiesen, erfolgte deren Differenzierung in Staphylococcus aureus und
Koagulase-negative Staphylokokken (CNS) mittels QuickFISH (70,88,90). Koagulase-
negative Kokken wurden von der Studie ausgeschlossen. AnschlieBend wurden die Antibi-

otikapldttchen auf den Agar aufgetragen und es erfolgte eine Inkubation bei 37 °C.

Nach vierstiindiger Bebriitungszeit wurden die Hemmhofdurchmesser vermessen und die
Ergebnisse wurden notiert. Zur selben Zeit erfolgte die Identifikation der Erreger durch
MALDI-TOF MS. Staphyolococcus aureus Isolate wurden mittels Gram-Fiarbung und
QuickFISH identifiziert. War die Identifikation des Erregers mdglich, konnten die Hemm-
hofdurchmesser anhand der RAST-Methodik interpretiert werden (112,176) War die Iden-
tifikation des Erregers allerdings nach vier Stunden nicht moglich, wurde MALDI-TOF
MS nach sechs Stunden erneut durchgefiihrt. (97-99)
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War die Identifikation nach sechs Stunden ebenfalls nicht moglich gewesen, wurden diese
Proben aus der Studie ausgeschlossen. (112) Die Hemmhofe konnen nur interpretiert wer-
den, wenn das Wachstum der Bakterien konfluent ist und die Hemmhofe klar begrenzt
sind. War das Ablesen des Hemmhofdurchmessers nach vierstiindiger Inkubation nicht
moglich, wurde dies nach sechsstiindiger Inkubation wiederholt. Die Hemmhofdurchmes-
ser wurden ebenso nach sechs Stunden abgelesen und nach der RAST-Methodik fiir den
entsprechenden Erreger interpretiert. (112,176) Unabhédngig von der Interpretationsmdg-

lichkeit des Antibiogramms erfolgte ein umgehendes infektiologisches Konsilium.
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Abbildung 11: Studiendesign.
CNS= coagulase negative staphylococci; MS= mass spectrometry (MALDI-TOF); ID consultation= patient consultation
from a member of the department of Infectious Diseases and Tropical Medicine.

Eine Standardempfindlichkeitstestung (AST) anhand der EUCAST-Guideline fiir
Pléttchendiffusiontests wurde mit allen Proben, die in die Studie aufgenommen worden
waren, durchgefiihrt. Die Hemmhofdurchmesser wurden nach 18-24 Stunden gemessen
und anhand der EUCAST-Grenzwerte interpretiert. (110) Die Ergebnisse der
Standardplittchendiffusionsmethode wurden mit denen des RASTs verglichen. Traten
zwischen den Ergebnissen besagter Methoden Diskrepanzen auf, erfolgte erneut eine
konsiliarische Begutachtung der Patientin oder des Patienten durch das Team der
Infektiologie. Die minimalen Hemmkonzentrationen wurden im Nachhinein mittels Vitek

2 am Insitut fiir Hygiene, Mikrobiologie und Umweltmedizin erhoben.
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Ein infektiologisches Konsilium besteht aus einer detailierten Erhebung der Anamnese und
Durchfiihrung einer korperlichen Untersuchung. Eine schriftliche Empfehlung beziiglich
der weiteren antibiotischen Therapie und weiterer diagnostischer Schritte wird dabei
ausgestellt. Das Einverstindis der Patientinnen und Patienten zur Verwendung ihrere

Daten wurden schriftlich eingeholt.

2.1 Ausschlusskriterien

Eine positive Blutkultur wurde bei Vorliegen von mindestens einer der folgenden Bedin-

gungen von der Studie ausgeschlossen:

¢ Blutkultur nach 09:00 Uhr als positiv detektiert

e Blutkultur nicht binnen 18 Stunden, nachdem sie als positiv detektiert worden war,
weiterverarbeitet

e Pilze in Blutkultur nachgewiesen

e Mehrere Erreger in einer Blutkultur nachgewiesen (polymikrobiell besiedelte Blut-
kultur)

e Erreger, bei denen die RAST-Methodik nicht einsetzbar gewesen war, nachgewie-
sen (112,176)

e Erreger nach sechs Stunden nicht identifizierbar

Blutkultur Teil einer Serie, die bereits in die Studie aufgenommen worden war

2.2 Studiendauer und Stichprobengréfle

Riickblickend wurden Blutkulturbefunde von 2017 zur Studienplannung begutachtet: 364
positive Blutkulturen, an denen die RAST-Methodik durchfiihrbar gewesen wire, wurden
im mikrobiologischen Labor am Universitatsklinikum fiir Innere Medizin detektiert. Unge-
fahr 50 % dieser Proben wéren aus dieser Studie ausgeschlossen worden, da diese teilweise
nach 09:00 Uhr detektiert wurden beziehungsweise linger als 18 Stunden positiv gewesen

sind. Somit stehen ungefdahr 180 Blutkulturen pro Jahr fiir die RAST-Methodik zur Verfii-
gung.
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Die Studie startete am 16.01.2019. Diese Diplomarbeit inkludierte die ersten 50 Blutkultu-
ren ab Studienbeginn, bei denen die RAST-Methodik durchfiihrbar war. Die Datenerhe-
bung fiir die Diplomarbeit endete am 23.05.2019.

2.3 Datenbeschaffung und Verarbeitung

Die im Zuge dieser Studie mittels RAST-Methodik interpretierten Ergebnisse der
Antibiogramme wurden auf ihre Verwertbarkeit gepriift. Im weiteren Verlauf wurden dann
jene Ergebnisse, die als sensibel oder resistent interpretiert worden waren, zudem auf ihre
Richtigkeit im Vergleich zu den Ergebnissen der Standardmethodik evaluiert. Als
Referenzwerte beziiglich Korrektheit der Ergebnisse der RAST-Methodik galten die
Pléttchendiffusionsmethode nach 18-24 Stunden sowie der Vitek 2. Des Weiteren wurde
die klinische Relevanz der RAST-Methodik hinsichtlich der Modifikation der empirischen
Antibiose evaluiert. Die erhobenen Daten werden in absoluten Zahlen und in

Prozentwerten gezeigt.

Die Empfehlungen aus den infektiologischen Konsilen werden retrospektiv analysiert. Die
Parameter ,,antibiotische Therapie vor den Ergebnissen der RAST-Methodik®, ,,antibioti-
sche Therapie nach den Ergebnissen der RAST-Methodik* und ,,Empfehlungen beziiglich

zusétzlicher mikrobiologischer Diagnostik* werden evaluiert.

Es liegt ein positives Ethikvotum vor (EK-Nr: 31 -291 ex 18/19).

Diese Diplomarbeit ist Teil einer klinischen Studie um Frau Professor Ines Zollner-
Schwetz, in der die beschleunigte Sensibilititstestung von Blutkulturen nach EUCAST
evaluiert werden soll (Rapid Antimicrobial Susceptibility Testing and Infectious Disease
Consultation). Meine wesentliche Aufgabe in diesem Prozess bestand in der Digitalisie-

rung, Verwaltung und Verarbeitung der erhobenen Daten.
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3 Ergebnisse — Resultate

Im Zeitraum vom 16.01.2019 bis zum 23.05.2019 wurden 50 Patientinnen und Patienten in
diese Studie eingeschlossen. Die mikrobiologische Diagnostik wurde — wie oben bereits

beschrieben — durchgefiihrt.

3.1 Patientenkollektiv

Das Patientenkollektiv bestand aus 17 Frauen und 33 Ménnern. Das mittlere Alter der
weiblichen Patientinnen sowie der minnlichen lag bei 68 Jahren, mit einer Standardabwei-
chung von 14 Jahren. Der Altersmedian der Frauen lag bei 69 Jahren (1. Quartil: 57 Jahre,
3. Quartil: 79 Jahre) und der der Ménner bei 75 Jahren (1. Quartil: 60 Jahre, 3. Quartil: 78
Jahre).

100
80

&0

Alter in Jahren

40

20

Weiblich Mannlich
Geschlecht

Abbildung 12: Darstellung des Alters der Probandinnen und Probanden im Bezug auf das Geschlecht.
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3.2 Nachgewiesene Erreger

49 Erreger konnten nach vierstiindiger Inkubation auf den Agarplatten korrekt identifiziert
werden. 17 dieser waren Staphylococcus aureus Isolate, die nach der Gram-Farbung durch
QuickFish identifiziert wurden. 32 Erreger, bei denen die RAST-Methodik durchfiihrbar
gewesen war, wurden nach vier Stunden mittels MALDI-TOF MS korrekt identifiziert. Ein
Isolat wurde durch MALDI-TOF MS nach sechsstiindiger Inkubationszeit auf der Agar-
platte korrekt identifiziert.

Am hidufigsten konnte der gramnegative Erreger Escherichia coli in den Blutkulturen
nachgewiesen werden: 20 Escherichia coli Isolate wurden nachgewiesen (40 %). Der
zweithdufigste Erreger war mit 17 nachgewiesenen Isolaten Staphylococcus aureus (34 %).
Streptococcus pneumoniae wurde viermal (8 %) nachgewiesen. Die anderen Erreger, bei
denen die RAST-Methodik durchfiihrbar gewesen war, wurden entsprechend ihrer Epide-
miologie seltener in Blutkulturen nachgewiesen: Enterococcus faecium viermal (8 %),
Klebsiella pneumoniae dreimal (6 %), Enterococcus faecalis und Pseudomonas aerugino-

sa jeweils einmal (2 %).

Balkendiagramm der nachgewiesenen Erreger
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Abbildung 13: Anzahl der nachgewiesenen nach Keimname.
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3.3 Haufigkeit von nicht verwertbaren Ergebnissen

207 von 582 Messungen (35,6 %) waren aufgrund eines nicht eindeutig interpretierbaren
Hemmhofdurchmessers (ATU) beziehungsweise eines nicht ablesbaren Hemmhofdurch-
messers nicht verwertbar. Ein nicht verwertbares Messergebnis (das hei3t ATU oder nicht
ablesbar) nach vier Stunden trat insgesamt 146 Mal auf (50,0 %). Nach sechs Stunden wa-
ren 61 Ergebnisse (21,0 %) nicht verwertbar. Im Detail: Insgesamt wurden 83 Ergebnisse
(14,2 %) als ATU interpretiert. Die Anzahl des Ergebnisses ATU nach vier Stunden lag bei
53 (18,1 %), nach sechs Stunden bei 30 (10,3 %). 124 Ergebnisse (21,3 %) waren nicht
ablesbar. Bei der Messung nach vier Stunden war in 93 Féllen (31,8 %) das eindeutige
Ablesen des Hemmhofdurchmessers nicht moglich. Nach sechs Stunden war dies in 31

Féllen (10,7 %) nicht moglich. (Vergleiche Tabelle 1 und Tabelle 2)

Nicht verwertbare Ergebnisse1

Escherichia coli (n=20; m=312%) 95 30,4 %
Staphylococcus aureus (n=17; m=136) 54 39,7 %
Enterokokken® (n=5; m=44") 25 56,8 %
Streptococcus pneumoniae (n=4; m=40) 23 57,5 %
Klebsiella pneumoniae (n=3; m=43°) 5 11,6 %
Pseudomonas aeruginosa® (n=1; m=7) 5 71,4 %
Summe (n=50; m=582) 207 35,6 %

Tabelle 1: Anzahl der nicht verwertbaren Ergebnisse in Bezug auf die einzelnen Erreger in absoluten Zahlen und Pro-
zent.
n beschreibt die Anzahl der Isolate, m beschreibt die Anzahl der durchgefiihrten Messungen an den jeweiligen Erregern.

Anmerkungen.

" Nicht verwertbar entspricht ATU und nicht ablesbar

2 Bei einem der Escherichia coli Isolate Iésten sich alle Antibiotikaplittchen, nachdem die erste Messung nach vier
Stunden durchgefiihrt wurde. Die Messung nach sechs Stunden konnte bei diesem Isolat aufgrund dessen nicht durch-
gefiihrt werden.

3 Enterococcus faecium (n=4, m=36) und Enterococcus faecalis (n=1; m=38)

* Bei Enterococcus faecium wurde keine Messung von Linezolid nach vier Stunden durchgefiihrt; bei Enterococcus
faecalis wurde keine Messung fiir Imipenem nach vier und sechs Stunden durchgefiihrt

7 Bei einem der Klebsiella pneumoniae Isolate lésten sich fiinf Antibiotikaplittchen von der Agarplatte, nachdem die
erste Messung nach vier Stunden durchgefiihrt wurde. Die Messung von Meropenem, Ciprofloxacin, Amikacin, Gen-
tymycin und Tobramycin nach sechs Stunden konnte aufgrund dessen bei diesem Isolat nicht durchgefiihrt werden.

% Bei Pseudomonas aeruginosa wurden keine Grenzwerte fiir die Interpretation nach vier Stunden von der EUCAST
verdffentlicht.

Bei dem Pseudomonas aeruginosa Isolat traten, die meisten nicht verwertbaren Ergebnisse
auf (71,4 %). Die besten Ergebnisse hingegen konnte man bei den Klebsiella pneumoniae
Isolaten erzielen: Fiinf Erbenisse waren nicht verwertbar (11,6 %). (Vergleiche Tabelle 1).

Bei den Streptococcus pneumoniae Isolaten wurde in 80,0 % kein verwertbares Ergebnis

nach vier Stunden erzielt.
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Bei den Escherichia coli Isolaten konnte nach vier Stunden zu 50,0 % kein verwertbares
Ergebnis erzielt werden. Die Staphylococcus aureus Isolate zeigten nach vier Stunden dhn-
liche Ergebnisse: 47,1 % der Isolate lieferten kein verwertbares Ergebnis. (Vergleiche Ta-
belle 2)

Auffallend ist eine Reduktion der nicht verwertbaren Ergebnisse im zeitlichen Verlauf. So
trat das Ergebnis ATU nach vierstiindiger Bebriitungszeit in 18,1 % der Félle auf, wohin-
gegen dies nur mehr bei 10,3 % nach sechs Stunden lag. Beim Ergebnis ,,nicht interpretier-
bar* konnte eine Reduktion von 93 auf 31 Messergebnisse durch Verldngerung der Bebrii-

tungszeit von vier auf sechs Stunden erzielt werden.

ATU nicht interpretierbar
Escherichia coli 4 Stunden 38 23,8 % 42 26,3 %
(n=20; m=3 121) 6 Stunden 11 7,2 % 4 2,6 %
Gesamt 49 15,7 % 46 14,7 %
Staphylococcus aureus 4 Stunden 12 17,7 % 20 29,4 %
(n=17; m=136) 6 Stunden 11 16,2 % 11 16,2 %
Gesamt 23 16,9 % 31 22.8 %
Enterokokken? 4 Stunden 1 5,0 % 13 65,0 %
(n=5; m=44°) 6 Stunden 6 25,0 % 5 20,8 %
Gesamt 7 15,9 % 18 40,9 %
Streptococcus pneumoniae 4 Stunden 1 5,0 % 15 75,0 %
(n=4; m=40) 6 Stunden 1 5,0 % 6 30,0 %
Gesamt 2 5,0 % 21 52,5 %
Klebsiella pneumoniae 4 Stunden 1 4,2 % 3 12,5 %
(n=3; m=43" 6 Stunden 1 53 % 0 0 %
Gesamt 2 4,7 % 3 7,0 %
Pseudomonas aeruginosa® 6 Stunden 0 0% 5 71,4 %
(n=1; m=7)
Summe 4 Stunden 53 18,2 % 93 31,9 %
(n=50; m=582) 6 Stunden 30 10,3 % 31 10,7 %
Gesamt 83 14,3 % 124 21,3 %

Tabelle 2: Anzahl und Prozent ATU und nicht interpretierbar bezogen auf die einzelnen Erreger sowie auf die entspre-

chenden Messzeitpunkte.

n beschreibt die Anzahl der Isolate, m beschreibt die Anzahl der durchgefiihrten Messungen an den jeweiligen Erregern.

Anmerkungen:

I Bei einem der Escherichia coli Isolate lésten sich alle Antibiotikaplittchen von der Agarplatte nachdem die erste Mes-
sung nach vier Stunden durchgefiihrt wurde. Aufgrund dessen konnte bei diesem Isolat die Messung nach sechs Stun-
den nicht durchgefiihrt werden.

2 Enterococcus faecium (n=4; m=36) und Enterococcus faecalis (n=1; m=8)

3 Bei Enterococcus faecium wurde keine Messung von Linezolid nach vier Stunden durchgefiihrt; bei Enterococcus

faecalis wurde keine Messung fiir Imipenem nach vier und sechs Stunden durchgefiihrt.

Bei einem der Klebsiella pneumoniae Isolate [dsten sich fiinf Antibiotikapldttchen von der Agarplatte nachdem die erste

Messung nach vier Stunden durchgefiihrt wurde. Die Messung von Meropenem, Ciprofloxacin, Amikacin, Gentamicin

und Tobramycin nach sechs Stunden konnte bei diesem Isolat aufgrund dessen nicht durchgefiihrt werden.

Bei Pseudomonas aeruginosa wurden keine Grenzwerte fiir die Interpretation nach vier Stunden von der EUCAST

veroffentlicht.

EN
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3.3.1 Staphylococcus aureus

An 17 Staphylococcus aureus Isolaten wurden 136 Messungen nach vier und sechs Stun-
den an vier antiinfektiven Substanzen (Cefoxitin, Norfloxacin, Gentamicin und
Clindamycin) durchgefiihrt. Der Hemmhofdurchmesser wurde bei den Messungen nach
vier und sechs Stunden 23 Mal (16,9 %) als ATU interpretiert. Bei Cefoxitin wurden je-
weils vier Ergebnisse nach vier und sechs Stunden als ATU interpretiert. Bei Norfloxacin
wurde nach vier Stunden zweimal ATU festgestellt. ATU trat bei Gentamicin jeweils ein-
mal nach vier und nach sechs Stunden auf. Bei Clindamycin wurde der Hemmhofdurch-
messer nach vier Stunden in fiinf Fillen als ATU und nach sechs Stunden in sechs Fillen.

(Vergleiche Tabelle 3)

Der Hemmhofdurchmesser, der oben genannten antiinfektiven Substanzen, wurde in 31
von 136 Fillen (22,8 %) als ,,nicht interpretierbar eingestuft. Dies trat bei Cefoxitin nach
vier Stunden einmal, bei Norfloxacin nach vier Stunden achtmal und nach sechs Stunden
zweimal, bei Gentamicin nach vier Stunden dreimal sowie bei Clindamycin nach vier

Stunden achtmal und nach sechs Stunden neunmal auf.

Insgesamt konnte im Zuge der beschleunigten Sensibilititstestung an Staphylococcus au-
reus Isolaten zu 60,3 % ein verwertbares Ergebnis abgelesen werden. Die Zahl der nicht
verwertbaren Ergebnisse betrug nach vier Stunden 32 (47,1 %) und nach sechs Stunden 22

(32,4 %).

13 nicht verwertbare Ergebnisse (76,5 %) traten bei Clindamycin nach vier Stunden und 15
(88,2 %) nach sechs Stunden auf. Die niedrigste Anzahl an nicht verwertbaren Ergebnissen

trat bei Gentamicin (gesamt: fiinf; 14,7 %) auf.
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Staphylococcus aureus ATU Nicht interpretierbar

Cefoxitin 4 Stunden 4 23,5 % 1 5,9 %

6 Stunden 4 23,5 % 0 0%
Norfloxacin 4 Stunden 2 11,8 % 8 47,1 %

6 Stunden 0 0% 2 11,8 %
Gentamicin 4 Stunden 1 5,9 % 3 17,7 %

6 Stunden 1 5,9 % 0 0 %
Clindamycin 4 Stunden 5 29,4 % 8 47,1 %

6 Stunden 6 35,3 % 9 53,0 %

4 Stunden 12 17,7% 20 29,4 %
Summe 6 Stunden 11 16,2% 11 16,2 %

Gesamt 23 16,9 % 31 22.8 %

Tabelle 3: Anzahl und Prozent der nicht verwertbaren Ergebnisse bei Staphylococcus aureus aufgespalten in ATU und
nicht interpretierbar in Bezug auf die einzelnen antiinfektiven Substanzen und entsprechenden Messzeitpunkte.

3.3.2 Escherichia coli

An 20 Escherichia coli Isolaten wurden 312 Messungen durchgefiihrt, dabei wurde bei 49
Messungen (15,7 %) das Ergebnis ATU erzielt. Bei 46 (14,7 %) Messungen an den E. coli
Isolaten konnte der Hemmhofdurchmesser nach vier- beziechungsweise sechsstiindiger Be-
briitungszeit nicht abgelesen werden. Bei einem der Isolate 16sten sich alle Antibiotikaplé-
ttchen nach Vermessung der Hemmhofdurchmesser nach vier Stunden von der Agarplatte,
weswegen eine Messung nach sechs Stunden nicht mehr moglich war. Die Messung zum

Endzeitpunkt nach 24 Stunden konnte dennoch durchgefiihrt werden.

Bei 95 der 312 durchgefiihrten Messungen (30,5 %) konnte durch die RAST-Methodik
kein verwertbares Ergebnis erzeugt werden. Die Anzahl der nicht verwertbaren Ergebnisse
nach vier Stunden betrug 80 (50,0 %), nach sechs Stunden hingegen nur mehr 15 (9,9 %).
Es kam durch die sechsstiindige Bebriitungszeit zu einer deutlichen Reduktion des Ergeb-
nisses ,,nicht interpretierbar® im Vergleich zur vierstiindigen Bebriitungszeit (4 Stunden:

42 (26,3 %); 6 Stunden: 4 (2,6 %)).

Das Ergebnis nach vierstiindiger Bebriitung mit Piperacillin/Tazobactam konnte in 80,0 %
der Messungen nicht verwertet werden. Nach sechsstiindiger Bebriitungszeit konnte eine
Reduktion auf 42,1 % erreicht werden. Eine vierstiindige Bebriitung mit Gentamicin fiihrte
zur geringsten Anzahl an nicht verwertbaren Ergebnissen (6; 30,0 %) im Vergleich zu an-

deren antiinfektiven Substanzen im gleichen Zeitraum.
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Bei den Substanzen Cefotaxim, Meropenem und Amikacin lag die Anzahl der nicht ver-
wertbaren Ergebnisse nach sechsstiindiger Bebriitungszeit jeweils bei Null. (Vergleiche

Tabelle 4)

Escherichia coli ATU Nicht interpretierbar
Piperacillin/ 4 Stunden 8 40,0 % 8 40,0 %
Tazobactam 6 Stunden 6 31,6 % 2 10,5 %
Cefotaxim 4 Stunden 0 0 % 9 45,0 %

6 Stunden 0 0% 0 0%
Ceftazidim 4 Stunden 6 30,0 % 7 35,0 %

6 Stunden 3 15,8 % 0 0%
Ry i 4 Stunden 8 40,0 % 2 10,0 %

6 Stunden 0 0 % 0 0 %
s 4 Stunden 5 25,0 % 5 25,0 %

6 Stunden 0 0% 1 5,3 %
Amikacin 4 Stunden 6 30,0 % 3 15,0 %

6 Stunden 0 0% 0 0 %
Gentamicin 4 Stunden 2 10,0 % 4 20,0 %

6 Stunden 1 5,3 % 1 5,3 %
(elbms s 4 Stunden 3 15,0 % 4 20,0 %

6 Stunden 1 5,3 % 0 0%

4 Stunden 38 23,8 % 42 26,3 %
Summe 6 Stunden 11 7.2 % 4 2,6 %

Gesamt 49 15,7 % 46 14,7 %
Tabelle 4: Anzahl und Prozent der nicht verwertbaren Ergebnisse bei Escherichia coli aufgespalten in ATU und nicht

interpretierbar in Bezug auf die einzelnen antiinfektiven Substanzen und entsprechenden Messzeitpunkte.
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3.4 Diskrepanzen

Der Vergleich der Ergebnisse der beschleunigten Sensibilititstestung nach vier- bezie-
hungsweise sechsstiindiger Inkubationszeit mit denen der Standardmethodik ergab nur
geringe Differenzen: Insgesamt konnten 12 Diskrepanzen (4,0 %) zwischen den Ergebnis-
sen der RAST-Methodik und der Pléttchendiffusionsmethode nach 24 Stunden festgestellt
werden (Vergleiche Tabelle 5). Beim Vergleich der Ergebnisse zwischen der beschleunig-
ten Sensibilitdtstestung und den Ergebnissen des Vitek 2 zeigte sich eine Anzahl von 9
Diskrepanzen. Bei fiinf Isolaten war jedoch eine erneute Ziichtung nicht mehr moglich
gewesen, weswegen eine Testung mittels Vitek 2 nicht durchfiihrbar war. Davon waren
alle der vier Streptococcus pneumoniae Isolate und ein Klebsiella pneumoniae Isolat be-

trofffen.

Beim Vergleich der verschiedenen Messmethoden wurden unterschiedliche Ergebnisse als
Diskrepanz aufgefasst. War die RAST-Methodik nicht durchfiihrbar gewesen (kein ables-
barer Hemmhofdurchmesser) oder war ein Hemmhofdurchmesser als ATU interpretiert
worden, wurde dies beim Vergleich mit den Standardmethoden nicht als Diskrepanz aufge-
fasst. Ebenso wurde das Vitek-2-Ergebnis ,,intermedidr beim Vergleich mit dem Ergebnis
der beschleunigten Sensibilititstestung — unabhingig vom ihrem Ergebnis — nicht als Dis-

krepanz aufgefasst.

Erreger Diskrepanzen
Staphylococcus aureus (n=17; v=68) 2 2,9 %
Escherichia coli (n=20; v=160) 6 3,8 %
Enterococcus faecium (n=4; v=20) 1 5,0 %
Enterococcus faecalis (n=1; v=4) 0 0%
Streptococcus pneumoniae (n=4; v=20) 2 10,0 %
Klebsiella pneumoniae (n=3; v=24) 1 4,2 %
Pseudomonas aeruginosa (n=1; v=7) 0 0 %

Summe (n=50; v=303) 12 4,0 %
Tabelle 5: Darstellung der aufgetretenen Diskrepanzen aller Erreger in absoluten Werten und Prozent bei Vergleich der
RAST-Methodik mit der Pldttchendiffusionsmethode nach 24 Stunden.

n beschreibt die Anzahl der Isolate, v beschreibt die Anzahl der méglichen Diskrepanzen der jeweiligen Erreger.
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o . Ergebnisse folgender Methoden:

Erreger | Antiblotikum =g T RAST (6h§ AST (24h) | Vitek 2

Staphylococcus | Cefoxitin R ATU S S

aureus Norfloxacin NP R S S

. . R ATU S S

oo N S

Escherichia R S S S

coli Ciprofloxacin' ATU S R S

Tobramycin 5 R R R

S S R R

Streptococcus Oxacillin NP R S /

pneumoniaé’ Norfloxacin R R S /

Ente.rococcus Vancomycin R ATU S S

faecium

Klebszella. Meropenem R S S S

pneumoniae

Tabelle 6: Detaillierte Analyse der aufgetretenen Diskrepanzen zwischen den Messmethoden RAST,
Standardpldttchendiffusion und Vitek 2.

Verwendete Abkiirzungen: RAST (4h/6h): Rapid Antimicrobial Susceptibility Testing mit dem Ergebnis nach vier oder
sechs Stunden; AST (24h): Antimicrobial Susceptibility Testing (entspricht der Standardplittchendiffusionsmethode)
nach 24 Stunden; R: Resistent; S: Sensibel;, ATU: Area of Technical Uncertainty; NP: Non possible, der Hemm-
hofdurchmesser ist nicht interpretierbar.

Anmerkungen:

Bei Ciprofloxacin bei E. coli war eine Diskrepanz aufgetren, die durch den Vitek 2 nicht bestdtigt werden konnte. Hier
zeigten die Standardmethodiken unterschiedliche Ergebnisse.

2 . ey . . . . . . . . .

“ Die Verifizierung der Ergebnisse durch Vitek 2 war nicht moglich, da die Isolalte nicht erneut anziichtbar gewesen
waren.

Tabelle 6 zeigt, dass ein Grofiteil der festgestellten Diskrepanzen (9; 75,0 %) aufgrund
eines falschen Wertes nach vierstiindiger Inkubationszeit auftraten. Fiinf Ergebnisse nach
sechstiindiger Inkubation waren mit denen der Standardpléttchendiffusionsmethode dis-
krepant (41,7 %). Bei zwei Testungen (16,7 %) stimmte sowohl das Ergebnis nach vier-
stiindiger als auch das Ergebnis nach sechsstiindiger Inkubation nicht mit dem Ergebnis der
Standardpléttchendiffusionsmethode liberein. Bei drei Testungen war das Ergebnis nach
vierstiindiger Inkubation falsch, das Ergebnis nach sechsstiindiger Inkubation stimmte al-
lerdings mit dem der Standardpléttchendiffusionsmethode iiberein. Neun von zwolf Ergeb-
nissen (75,0 %) der RAST-Methode zeigten félschlicherweise eine Resistenz des Erregers
an. Zwei von zwolf Ergebnissen (16,7 %) zeigten falschlicherweise eine Sensibilitét des
Erregers an. Zusitzlich konnten hier die oben angefiihrte Standardmethoden miteinander

verglichen werden, wobei sich ein diskrepantes Ergebnis zeigte. (Vergleiche Tabelle 6)
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3.4.1 Staphylococcus aureus

Bei den Staphylococcus aureus Isolaten konnte in zwei Féllen eine Diskrepanz zwischen

der RAST-Methodik und der Pléttchendiffusionsmethode nach 24 Stunden festgestellt

werden (Vergleiche Tabelle 7). Diese beiden Diskrepanzen entstanden nicht bei demselben

Erreger. Die Diskrepanz bei Cefoxitin entstand aufgrund eines falschen Ergebnisses nach

vier Stunden, wobei die RAST-Methode filschlicherweise eine Cefoxitin-Resistenz des

Isolats anzeigte. Bei Norfloxacin zeigte die RAST-Methode eine falsche Resistenz des

Isolats nach sechs Stunden.

Staphylococcus aureus (n=17; v=68) Anzahl

. Keine Diskrepanz 16
Cefoxitin .

Diskrepanz 1

. Keine Diskrepanz 16
Norfloxacin :

Diskrepanz 1

. Keine Diskrepanz 17
Gentamicin .

Diskrepanz 0

) ) Keine Diskrepanz 17
Clindamycin i

Diskrepanz 0

Tabelle 7: Vergleich der Ergebnisse der RAST-Methodik mit denen des Plittchendiffusionstests nach 24 Stunden bei

Staphyloccus aureus aufgespalten in die einzelnen Antibiotika.
n beschreibt die Anzahl der Isolate, v beschreibt die Anzahl der méglichen Diskrepanzen.

Der Vergleich der Ergebnisse der beschleunigten Sensibilitdtstestung mit jenen des Vitek 2

ergab in dieser Gruppe ebenfalls zwei Diskrepanzen, da die Ergebnisse des Vitek 2 mit

denen des 24-Stunden-Antibiogramms iibereinstimmten.
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3.4.2 Escherichia coli

Bei den Escherichia coli Isolaten konnten insgesamt sechs Diskrepanzen (3,8 %) festge-
stellt werden (Vergleiche Tabelle 8). Bei einem der Isolate konnten die Hemmhofdurch-
messer nach sechs Stunden nicht abgelesen werden, da sich die Antibiotikaplittchen von
der Agarplatte geldst hatten. Die Messung und Interpretation der Hemmhofdurchmesser

nach 24 Stunden war dennoch méglich.

Drei der sechs Diskrepanzen traten bei Piperacillin/Tazobactam auf. In allen drei Fillen
konnte nach vierstiindiger Bebriitungszeit der Hemmhofdurchmesser als resistent gegen-
tiber Piperacillin/Tazobactam interpretiert werden. Nach sechsstiindiger Bebriitungszeit
konnte einer der Hemmhofdurchmesser nicht abgelesen werden, einer wurde als ATU ein-
gestuft und wiederum ein anderer als sensibel. Alle drei Isolate waren nach Interpretation
der Standardmethoden gegeniiber Piperacillin/Tazobactam sensibel. Bei diesen drei Isola-

ten traten bei anderen antiinfektiven Substanzen keine Diskrepanzen auf.

Bei Ciprofloxacin trat eine Diskrepanz bei einem der Isolate auf: Nach vierstiindiger Be-
briitungszeit wurde der Hemmbhof als ATU interpretiert, nach sechsstiindiger als sensibel.
Der Vergleich mit der 24-stiindigen Bebriitung lieferte eine Diskrepanz, da das Isolat ge-
geniiber Ciprofloxacin resistent gewesen war. Bei diesem Isolat traten bei anderen Sub-
stanzen keine Diskrepanzen auf. Der Vitek 2 zeigte allerdings — ebenso wie die RAST-

Methdoe — eine Sensibilitit des Isolats gegeniiber Ciprofloxacin an.

Zwei Diskrepanzen traten bei dem Antibiotikum Tobramycin auf. Die RAST-Methodik
lieferte bei beiden Isolaten nach vierstiindiger Bebriitungszeit zwei als sensibel interpre-
tierbare Hemmhofe. Nach sechs Stunden galt einer der beiden immer noch als sensibel, der
andere als resistent. Bei beiden Isolaten konnte durch die Standardmethoden eine Resistenz

der Isolate gegeniiber Tobramycin festgestellt werden.

Beim Vergleich der Ergebnisse der RAST-Methodik mit denen des Vitek 2, konnten fiinf
Diskrepanzen festgestellt werden. Diese traten ebenso beim Vergleich der RAST-Methodik

mit der Standardplattchendiffusionsmethode auf.
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Da bei einer Testung von Ciprofloxacin bei einem der Isolate unterschiedliche Ergebnisse
der Standardmehtoden auftraten, ist die Anzahl der Diskrepanzen beim Vergleich der
RAST-Methode mit dem Vitek 2 niedriger als beim Vergleich der RAST-Methode mit der
Standardpléttchendiffusionsmethode. (Vergleiche Tabelle 6)

Escherichia coli (n=20, v=160) Anzahl

. . Keine Diskrepanz 17
Piperacillin/Tazobactam .

Diskrepanz 3

. Keine Diskrepanz 20
Cefotaxim .

Diskrepanz 0

Ceftazidim K.eine Diskrepanz 20

Diskrepanz 0

Keine Diskrepanz 20
Meropenem .

Diskrepanz 0

) ) Keine Diskrepanz 19
Ciprofloxacin .

Diskrepanz 1

I Keine Diskrepanz 20
Amikacin .

Diskrepanz 0

. Keine Diskrepanz 20
Gentamicin .

Diskrepanz 0

. Keine Diskrepanz 18
Tobramycin .

Diskrepanz 2

Tabelle 8: Vergleich der Ergebnisse der RAST-Methodik mit denen des Plittchendiffusionstests nach 24 Stunden bei
Escherichia coli aufgespalten in die einzelnen Antibiotika.
n beschreibt die Anzahl der Isolate, v beschreibt die Anzahl der méglichen Diskrepanzen.

3.4.3 Enterococcus faecium und Enterococcus faecalis

Bei den Enterokokken konnte insgesamt eine Diskrepanz (4,2 %) nachgewiesen werden
(Vergleiche Tabelle 9 und Tabelle 10). Bei Enterococcus faecalis (n=1) trat keine Diskre-

panz auf, hingegen trat bei Enterococcus faecium (n=4) eine Diskrepanz auf.

Diese Diskrepanz wurde bei Vancomycin festgestellt. Das RAST-Ergebnis nach Interpreta-
tion des Hemmhofdurchmessers nach vier Stunden lautete resistent, nach sechs Stunden
ATU und nach 24 Stunden sensibel. Das Ergebnis des Vitek 2 konnte die Sensibilitit die-
ses Isolats gegeniiber Vancomycin bestétigen und widerlegte — ebenso wie das Ergebnis

des Standardpléttchendiffusionstest — das Ergebnis der RAST-Methodik.

60



Enterococcus faecium (n=4, v=20) Anzahl

o Keine Diskrepanz 4
Ampicillin :

Diskrepanz 0

. Keine Diskrepanz 4
Imipenem .

Diskrepanz 0

. Keine Diskrepanz 4
Gentamicin .

Diskrepanz 0

. Keine Diskrepanz 3
Vancomycin .

Diskrepanz 1

Linezolid! K.eine Diskrepanz 4

Diskrepanz 0

Tabelle 9: Vergleich der Ergebnisse der RAST-Methodik mit denen des Plittchendiffusionstests nach 24 Stunden bei
Enterococcus faecium aufgespalten in die einzelnen Antibiotika..

n beschreibt die Anzahl der Isolate, v beschreibt die Anzahl der méglichen Diskrepanzen.

Anmerkungen:

Bei der Substanz Linezolid wurde keine Vermessung des Hemmhofdurchmesser nach vier Stunden durchgefiihrt.

Enterococcus faecalis (n=1, v=4) Anzahl

o Keine Diskrepanz 1
Ampicillin ;

Diskrepanz 0

. Keine Diskrepanz 1
Gentamicin .

Diskrepanz 0

: Keine Diskrepanz 1
Vancomycin .

Diskrepanz 0

) . Keine Diskrepanz 1
Linezolid .

Diskrepanz 0

Tabelle 10: Vergleich der Ergebnisse der RAST-Methodik mit denen des Plittchendiffusionstests nach 24 Stunden bei
Enterococcus faecalis aufgespalten in die einzelnen Antibiotika.

n beschreibt die Anzahl der Isolate, v beschreibt die Anzahl der méglichen Diskrepanzen der jeweiligen Erreger.

Es wurde keine Messung an Imipenem durchgefiihrt.

3.4.4 Streptococcus pneumoniae

Bei den Streptococcus pneumoniae Isolaten konnten zwei Diskrepanzen (10,0 %) festge-
stellt werden (Vergleiche Tabelle 11). Sowohl bei Oxacillin als auch bei Norfloxacin konn-
te eine Diskrepanz nachgewiesen werden. Diese Diskrepanzen traten nicht bei demselben

Isolat auf.

Im Falle von Oxacillin konnte der Hemmhofdurchmesser nach vier Stunden nicht interpre-
tiert werden, nach sechs Stunden konnte das Ergebnis resistent abgelesen werden. Die
Plattchendiffusionsmethode lieferte das Ergebnis sensibel. Bei Norfloxacin war der
Hemmbhof nach vier und sechs Stunden als resistent interpretiert worden, obwohl sich das

Isolat gegentiber Norfloxacin nach 24-stiindiger Inkubation als sensibel zeigte.

61



Eine standardisierte Uberpriifung der Ergebnisse mittels Vitek 2 war bei dieser Gruppe von

Erregern nicht moglich, da die Keime auf den Agarplatten nicht erneut angewachsen sind.

Streptococcus pneumoniae (n=4, v=20) Anzahl
o Keine Diskrepanz 3
Oxacillin :
Diskrepanz 1
. Keine Diskrepanz 3
Norfloxacin i
Diskrepanz 1
: Keine Diskrepanz 4
Erythromycin .
Diskrepanz 0
. . Keine Diskrepanz 4
Clindamycin .
Diskrepanz 0
Keine Diskrepan 4
Trimethoprim/Sulfamethoxazol . pane
Diskrepanz 0

Tabelle 11: Vergleich der Ergebnisse der RAST-Methodik mit denen des Plittchendiffusionstests nach 24 Stunden bei
Streptococcus pneumoniae aufgespalten in die einzelnen Antibiotika.
n beschreibt die Anzahl der Isolate, v beschreibt die Anzahl der méglichen Diskrepanzen.

3.4.5 Klebsiella pneumoniae

Eine Diskrepanz (4,2 %) konnte bei einem der drei Klebsiella pneumoniae Isolaten festge-
stellt werden (Vergleiche Tabelle 12). Bei einem der Klebsiella pneumoniae Isolate 16sten
sich fiinf Antibiotikaplédttchen von der Agarplatte, nachdem die erste Messung nach vier
Stunden durchgefiihrt worden war. Die Messung von Meropenem, Ciprofloxacin, Amika-
cin, Gentamicin und Tobramycin nach sechs Stunden konnte bei diesem Isolat aufgrund
dieses Umstands nicht durchgefiihrt werden. Die Messung und Interpretation der Hemm-
hofdurchmesser nach 24 Stunden war allerdings moglich. Bei einem anderen Isolat konnte
keine standardisierte Sensibilititstestung mittels Vitek 2 durchgefiihrt werden, da der Erre-

ger nicht mehr anziichtbar gewesen war.

Die besagte Diskrepanz trat bei Meropenem auf: Der Hemmhofdurchmesser wurde nach
vierstiindiger Inkubation als resistent interpretiert. Nach sechs- und 24-stiindiger Bebrii-
tung sowie durch die Testung mittels Vitek 2 konnte allerdings das Ergebnis sensibel abge-

lesen werden.
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Klebsiella pneumoniae (n=3, v=24) Anzahl

. o Keine Diskrepanz 3
Piperacillin/Tazobactam .
Diskrepanz 0
) Keine Diskrepanz 3
Cefotaxim :
Diskrepanz 0
Keine Diskr 3
Ceftazidim = e
Diskrepanz 0
Keine Diskrepanz 2
Meropenem .
Diskrepanz 1
. ) Keine Diskrepanz 3
Ciprofloxacin ;
Diskrepanz 0
L Keine Diskrepanz 3
Amikacin i
Diskrepanz 0
. Keine Diskrepanz 3
Gentamicin :
Diskrepanz 0
. Keine Diskrepanz 3
Tobramycin ;
Diskrepanz 0

Tabelle 12: Vergleich der Ergebnisse der RAST-Methodik mit denen des Plittchendiffusionstests nach 24 Stunden bei
Klebsiella pneumoniae aufgespalten in die einzelnen Antibiotika.
n beschreibt die Anzahl der Isolate, v beschreibt die Anzahl der méglichen Diskrepanzen.

3.4.6 Pseudomonas aeruginosa

An dem Pseudomonas aeruginosa Isolat konnte keine Diskrepanz nachgewiesen werden.

Pseudomonas (n=1, v=7) Anzahl
Keine Diskrepan 1
Piperacillin/Tazobactam . panz
Diskrepanz 0
Keine Diskrepan 1
Ceftazidim . P
Diskrepanz 0
) Keine Diskrepanz 1
Imipenem .
Diskrepanz 0
Keine Diskrepanz 1
Meropenem .
Diskrepanz 0
. . Keine Diskrepanz 1
Ciprofloxacin ;
Diskrepanz 0
. Keine Diskrepanz 1
Gentamicin :
Diskrepanz 0
: Keine Diskrepanz 1
Tobramycin .
Diskrepanz 0

Tabelle 13: Vergleich der Ergebnisse der RAST-Methodik mit denen des Plittchendiffusionstess nach 24 Stunden bei
Pseudomonas aeruginosa aufgespalten in die einzelnen Antibiotika.
n beschreibt die Anzahl der Isolate, v beschreibt die Anzahl der méglichen Diskrepanzen.
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Die standardisierte Sensibilitdtstestung mittels Vitek 2 bestitigte die Ergebnisse der her-
kémmlichen Plittchendiffusionsmethode. Somit konnten bei Pseudomonas auruginosa
keine Diskrepanzen der beschleunigten Sensibilitdtstestung im Vergleich mit dem Vitek 2

gezeigt werden.

3.5 Anderung der Therapie und Einleitung weiterer MaBnahmen

Im Zuge dieser Studie wurden 37 Konsile am Patientenbett aufgrund der RAST-Methodik
durchgefiihrt. Bei zwei weiteren an der Studie teilnehmenden Personen wurde die infektio-
logische Begutachtung erst auf Basis des Antibiogramms nach 24 Stunden durchgefiihrt.
Bei zehn Patientinnen und Patienten wurde unter anderem aus folgenden Griinden keine

konsiliarische Begutachtung am Patientenbett durchgefiihrt:

e Drei Patientinnen und/oder Patienten wurden in einem anderen Krankenhaus stationér
aufgenommen.

e Drei Patientinnen und/oder Patienten verstarben, bevor ein Konsil durchgefiihrt worden
war.

e Drei Patientinnen und/oder Patienten wurden aufgrund mangelnder Zeit der Infektolo-
ginnen beziehungsweise Infektiologen nicht begutachtet.

e Eine Patientin beziechungsweise ein Patient verlie das Krankenhaus, bevor ein Konsil

durchgefiihrt worden war.

Zwei Konsile wurden telefonisch durchgefiihrt, wobei eines dieser eine Patientin bezie-

hungsweise einen Patienten in einem anderen Krankenhaus betraf.

Durch die beschleunigte Sensibilitdtstestung nach EUCAST wurde bei 17 Patientinnen und
Patienten die laufende antiinfektive Therapie geéndert (Vergleiche Tabelle 14). Dabei kam
es bei sieben Patientinnen und Patienten zu einer Intensivierung der Therapie und bei zehn
Patientinnen und Patienten konnte eine Deeskalation der antibiotischen Therapie durchge-

fiithrt werden.
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Bei 15 Patientinnen und Patienten wurde nach personlicher Begutachtung aufgrund der
RAST-Methode keine Anderung der Therapie eingeleitet. Unter Beriicksichtigung der tele-
fonischen Konsile stieg die Gesamtzahl der Patientinnen und Patienten, bei denen die The-
rapie nicht gedndert worden war, auf 16 an. Bei zwei personlichen und einem telefonischen
Konsil konnten aufgrund mangelnder Dokumentation keine Aussagen iiber die Thera-

piednderung getroffen werden.

Relative
Haufigkeit in
Haufigkeit Untergruppe
Hiaufigkeit in Prozent  mit Konsil

Keine Anderung der lau-

i%ﬁﬁggj;;fg%ig t:enden Antibiose 16 35,6 44,4
Anderung der laufenden

zlﬁtirT Beriicksichtigung Antibioseg 17 37,8 47.2

ie)r telefonischen Konsi- Einleitung einer Antibiose 3 6.7 8,3
Gesamt 36 80,0 100

Keine konsiliarische

Begutachtung auf- Gesamt 9 20,0 100

grund von RAST

Gesamt 45 100

Tabelle 14: Haufigkeitsdarstellung der Therapiednderung unter Berticksichtigung der telefonischen Konsile.

Die Gesamtheit der Patientinnen und Patienten betrdgt in dieser Tabelle nur 45, da fiinf Konsile nich miteinbezogen
werden konnten. Zwei Konsile fanden erst nach vierundzwanzigstiindiger Inkubation (AST) statt und bei drei weiteren
wurde die Therapieempfehlung nicht ausreichend schrifilich dokumentiert.

AulBlerdem wurden durch die personliche Begutachtung durch ein Mitglied des Teams der
Infektiologie und durch das Ergebnis des Antibiogramms nach vier und sechs Stunden in
14 Fillen weitere Maflnahmen eingeleitet. Zu diesen zdhlten unter anderem die Anordnung
einer Nachtestung des Isolats aufgrund einer bereits nachgewiesenen hohen Anzahl an Re-
sistenzen auf andere antiinfektive Substanzen, die Anordnung von bildgebenden Verfah-
ren, die Anordnung zur Entfernung beziehungsweise zum Wechsel von intravaskulidren
Kathetern und die Anordnung zur Testung auf eine katheterassoziierte Infektion. Bei 20

Patientinnen und Patienten wurden keine weiteren MaBBnahmen eingeleitet.
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4 Diskussion

4.1 Aussage und Bedeutung

Die klinische Bedeutung einer beschleunigten Sensibilitétstestung — vor allem in Bezug auf
eine ehestmdgliche addquate antiinfektive Therapie und einer damit verbundenen Verbes-
serung der Uberlebensrate — wurde bereits erldutert. (7,54) Umso wichtiger sind daher Ver-
fahren in der beschleunigten Sensibilitdtstestung, die zuverldssig korrekte Ergebnisse lie-
fern. Die meisten der neuen Verfahren zur beschleunigten Sensibilititstestung basieren
nicht auf phinotypischen Methoden sondern auf genetischen. Aufgrund potentieller Feh-
lerquellen wie beispielsweise der Entwicklung von neuen Resistenzgenen und moglichen
Diskrepanzen zwischen genetischer und phénotypischer Resistenz sind letztere kaum als
zuverldssig zu werten. (132) Weiters eignen sie sich aus bereits angefiihrten Griinden nicht
als Methoden zur Standarddiagnostik. Verfahren, die hingegen auf phinotypischen Metho-
den beruhen, haben im Bereich der Sensibilitdtstestung eine sehr hohe Aussagekraft, beno-
tigen aber in der Regel mehr Zeit als solche, die auf molekularen Methoden basieren. Den-
noch gilt die Plittchendiffusionsmethode nach wie vor als diagnostischer Goldstandard in

der Mikrobiologie. (16)

Aufgrund des starken Bedarfs nach einer schnelleren Testung von Sensibilititen und nicht
von Resistenzen, welche man bei molekularen Verfahren erhilt, bestehen Bestrebungen
phinotypische Methoden weiterzuentwickeln. Dieser Gedanke diirfte auch der Ursprung
der RAST-Methode der EUCAST gewesen sein. Mithilfe dieser Methode kann eine erheb-
liche Reduktion der Dauer mikrobiologischer Diagnostik erreicht werden. Allerdings sollte
beriicksichtigt werden, dass die Aussagekraft der RAST-Methode bei manchen Erregern
beziehungsweise antiinfektiven Substanzen relativ gering ist. Dies betrifft vor allem die
vierstlindige Bebriitungsdauer, nach der in dieser Studie 50,0 % der Ergebnisse nicht ver-
wertbar waren und neun der zwolf nachgewiesenen Diskrepanzen auftraten. Bei manchen
Erregergruppen, wie zum Beispiel Streptococcus pneumoniae wurden sogar 80,0 % der
Ergebnisse nach vier Stunden als nicht verwertbar eingestuft. Nur die Klebsiella pneumo-
nia Isolate erreichten nach vier Stunden Ergebnisse mit mehr Aussagekraft (83,3 % der

Ergebnisse verwertbar).
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Insgesamt trat das Ergebnis ATU seltener auf als ein nicht interpretierbarer Hemm-
hofdurchmesser. Nach vierstiindiger Bebriitung waren in dieser Studie 146 Messwerte
(50,0 %) nicht verwertbar, davon waren 53 ATU (18,2 %) und 93 nicht interpretierbar
(31,9 %). Durch eine Verldngerung der Bebriitungszeit auf sechs Stunden konnte eine Re-
duktion der nicht verwertbaren Ergebnisse auf 61 (21,0 %) erzielt werden. Diese Redukti-
on ist vor allem einer besseren Ablesbarkeit des Hemmhofdurchmessers geschuldet: Durch
die langere Inkubationszeit konnten wir das Ergebnis des nicht interpretierbaren Hemm-
hofdurchmessers von 93 (31,9 %) auf 31 (10,7 %) senken. Ahnlich, aber nicht so deutlich,
verhielt es sich mit dem Ergebnis ATU. Aufgrund dieser Daten liegt die Vermutung nahe,
dass eine Verldngerung der Bebriitungszeit auf acht Stunden ebenfalls zu einer Steigerung
der Aussagekraft dieser Methode fiihrt. Wie grofl das AusmaR der Steigerung der Aussa-
gekraft allerdings ist, muss erst in weiteren Studien gezeigt werden. Aufgrund der man-
gelnder personeller Infrastruktur im Labor sowie bei den Infektiologinnen und Infektiolo-

gen haben wir uns gegen eine Untersuchung der achtstiindigen Bebriitungszeit entschieden.

Unter Beriicksichtigung aller Ergebnisse konnten wir in dieser Studie bei 207 von 582
Messungen (35,6 %) kein verwertbares Ergebnis erzielen. Dies ist vor allem auf das
schlechte Ergebnis nach vier Stunden zuriickzufiihren. Trotz einer relativ geringen Zahl an
diskrepanten Ergebnissen (im Vergleich zur Standardpléttchendiffusionsmethode: 12
(4,0 %), im Vergleich zum Vitek 2: 9 (3,0 %)) darf die hohe Zahl an nicht verwertbaren
Ergebnissen nicht vernachléssigt werden. AuBBerdem sollte bei Betrachtung der Diskrepan-
zen zwischen der RAST-Methode und dem Vitek 2 beriicksichtigt werden, dass zwei Dis-
krepanzen womdglich auf eine nicht-durchfiihrbare Ziichtung der Streptococcus pneumo-

niae Isolate zuruckzufiihren sind.

Aufgrund der groBBeren Anzahl an Staphyloccos aureus (n=17) und Escherichia coli (n=20)

Isolaten werden diese nachstehend gesondert diskutiert.

4.1.1 Staphylococcus aureus

Bei den 17 Staphylococcus aureus Isolaten waren nach vierstiindiger Bebriitungszeit
47,1 % der Ergebnisse nicht verwertbar, nach sechs Stunden sank dieser Wert auf 32,4 %.
Beim Vergleich der RAST-Ergebnisse mit jenen der Plittchendiffusionsmethode nach 24

Stunden traten zwei Diskrepanzen (2,9 %) auf.
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Bei den Staphylokokken waren die Ergebnisse der antiinfektiven Substanz Gentamicin am
besten verwertbar, da sowohl nach vier als auch sechs Stunden kaum nicht verwertbare
Ergebnisse aufgetreten und keine Diskrepanzen nachweisbar gewesen waren (Vergleiche
Tabelle 3 und Tabelle 7). Hingegen waren in dieser Studie nach vierstlindiger Inkubation
29,4 % der Ergebnisse bei Cefoxitin nicht verwertbar, da der Hemmhofdurchmesser ent-
weder als ATU interpretiert wurde oder nicht eindeutig interpretierbar war. Durch zwei-
stiindige Verldngerung der Inkubationszeit konnte keine wesentliche Reduktion der nicht
verwertbaren Ergebnisse (23,5 %) erreicht werden. Zusitzlich trat bei Cefoxitin eine Dis-
krepanz auf. Diese vergleichbar schlechten Ergebnisse sind von grofer Bedeutung, da Pe-
nicilline die Therapie der Wahl bei Methicillin-sensiblen Staphylococcus aureus (MSSA)
darstellen. Zeigt die RAST-Methode félschlicherweise eine Resistenz des Erregers gegen-
iiber Cefoxitin an, behandelt man demnach filschlicherweise einen MRSA (Methicillin-
resistenter Staphylococcus aureus) mit allen entsprechenden Folgen wie zum Beispiel er-
hohte Nebenwirkungsrate. Dartliber hinaus ist die Verabreichung von Nicht-f-Laktam-
Antibiotika bei einer Blutstrominfektion mit Staphylococcus aureus mit einem schlechte-

ren Outcome assoziiert.(177-179)

Bei Clindamycin konnten wir mit einer Verldngerung der Inkubationszeit eine Steigerung
der nicht verwertbaren Ergebnisse von 76,5 % auf 88,2 % feststellen: Dies trat sowohl bei
dem Ergebnis ATU (4h: 29,4 %, 6h: 35,3 %) als auch bei dem Ergebnis nicht interpretier-
bar (4h: 47,1 %, 6h: 53,0 %) auf. (Vergleiche Tabelle 3) Dies ist atypisch, da durch die
langere Inkubation mit den anderen antiinfektiven Substanzen bei den Staphylokokken
eine Steigerung der Aussagekraft erzeugt werden konnte. Clindamycin war im Rahmen
dieser Studie auch an Pneumokokken getestet worden, wo sich diese Dynamik nicht ab-
zeichnete: Reduktion der nicht verwertbaren Ergebnisse von 75,0 % nach vierstiindiger
Inkubation auf 50,0 % nach sechsstiindiger Inkubation. Demzufolge sollten die Hemm-
hofdurchmesser fiir Clindamycin bei Staphylococcus aureus nocheinmal iiberarbeitet wer-
den. Diese Feststellung sollte allerdings hinsichtlich ihrer Reproduzierbarkeit durch Stu-

dien mit groBerer Anzahl an Erregern iiberpriift werden.
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4.1.2 Escherichia coli

Insgesamt trat bei den Escherichia coli Isolaten ebenfalls eine hohe Zahl an nicht verwert-
baren Ergebnissen (30,4 %) auf, allerdings ist dies vor allem auf die hohe Anzahl an nicht
verwertbarer Ergebnisse nach vierstiindiger Inkubation (50,0 %) zuriickzufithren. Durch
Verldngerung der Bebriitungszeit um zwei Stunden konnte diese Zahl um tiber 40 Prozent-
punkte gesenkt werden. Somit konnten nach sechsstiindiger Bebriitungszeit von
Escherichia coli Isolaten bereits sehr gute Aussagen liber ihr Resistenzverhalten getroffen
werden. Unter Beriicksichtigung der relativ geringen Wahrscheinlichkeit von diskrepanten
Ergebnissen bei Escherichia coli — in dieser Studie 3,8 % — ermoglicht die RAST-Methode
eine rasche und akkurate Detektion von Sensibilititen von Escherichia coli nach sechs-
stiindiger Bebriitungsdauer. Aufgrund dieser Ergebnisse kann die RAST-Methode fiir

E. coli Isolate mit sechsstiindiger Inkubationszeit eindeutig empfohlen werden.

Mangelhafte Ergebnisse konnten wir allerdings bei Piperacillin/Tazobactam feststellen:
Gesamt traten 24 nicht verwertbare Ergebnisse (61,5 %) auf. Trotz einer deutlichen Reduk-
tion von 80,0 % auf 42,1 % durch Verldngerung der Bebriitung besitzt diese Methode bei
dieser Substanz eine schlechte Aussagekraft. Vor allem unter Beriicksichtigung, dass
50,0 % der Diskrepanzen von Escherichia coli bei Piperacillin/Tazobactam auftraten (Ver-

gleiche Tabelle 4 und Tabelle 8).

Auffallend gute Ergebnisse lieferten Cefotaxim, Meropenem und Amikacin, denn deren
Anzahl an nicht verwertbaren Ergebnissen nach sechs Stunden lag jeweils bei null. In An-
betracht dessen, dass bei keiner dieser Substanzen Diskrepanzen zwischen der RAST-
Methode und den Standardmethoden aufgetreten sind, sind diese Substanzen als Muster-
beispiele fiir die RAST-Methode aufzufassen. Trotz der guten Ergebnisse dieser Substan-
zen nach sechsstiindiger Inkubationszeit entsprachen die Ergebnisse nach vierstiindiger
Bebriitung denen des Durschnitts (Cefotaxim: 45,0 %; Meropenem: 50,0 %; Amikacin:
45,0 %). Demnach sollte die Aussagekraft des Antibiogramms nach vier Stunden bei allen
Substanzen kritisch hinterfragt werden. Diese Aussage kann durch Betrachtung der Ergeb-
nisse von Gentamicin untermauert werden: Bei dieser Substanz konnte die geringste An-
zahl an nicht verwertbaren Ergebnissen nach vierstiindiger Bebriitungsdauer erzielt wer-

den, dennoch lag diese bei 30,0 %.
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Leider inkludiert die RAST-Methode nicht die Testung des Antiinfektivums Amoxicil-
lin/Clavulansdure. Dies ist eine sehr wichtige Substanz in der Therapie von Infektionen mit
Escherichia coli, insbesondere bei der Therapie von Escherichia coli-Bakteridmien mit
unklarem Fokus. Dariiber hinaus kann das Resistenzverhalten gegeniiber Amoxicil-

lin/Clavulansdure auch nicht von den getesten Antibiotika abgeleitet werden.

4.1.3 Einfluss des RAST auf die antimikrobielle Therapie

Im Zuge von 37 konsiliarischen Begutachtungen am Patientenbett und zwei weiteren tele-
fonischen Konsilen, wurde bei 17 Patientinnen und Patienten die antiinfetkive Therapie
verdandert. Bei sieben der betroffenen Patientinnen und Patienten wurde die Therapie inten-
siviert. Hingegen konnte bei den verbleibenden zehn Patientinnen und Patienten eine De-
eskalation der antimikrobiellen Therapie durchgefiihrt werden. Bei drei weiteren wurde
aufgrund der Information der RAST-Methode eine antiinfektive Therapie eingeleitet.
(Vergleiche Tabelle 14) Diese Daten zeigen eine eindeutige klinische Relevanz des Rapid
Antimicrobial Susceptibility Testing nach EUCAST. Die antiinfektive Therapie von 17
Patientinnen und Patienten konnte aufgrund der Ergebnisse des Antibiogramms friiher op-

timiert werden.

Da zu einem fritheren Zeitpunkt Aussagen iliber das Resistenzverhalten der nachgewiese-
nen Erreger hatten gemacht werden konnen, konnten im Zuge dieser Studie bei 14 Patien-
tinnen und Patienten weitere diagnostische Schritte eingeleitet werden. Dazu zéhlten bei-
spielweise die Nachtestung von antiinfektiven Substanzen bei einer hohen Anzahl an Re-

sistenzen im RAST.

Bei 16 weiteren Patientinnen und Patienten war die antiinfektive Therapie nicht verdndert
worden, was uns eine entsprechende Effektivitit der empirisch eingeleiteten Therapie an-
zeigte. Somit dient die RAST-Methode nicht nur zur schnelleren Anderung der eingeleite-
ten antibiotischen Therapie sondern auch zur Bestatigung der Effektivitét einer derartigen
Therapie. Wie bereits oben erwéhnt, ist die Einleitung einer addquaten Antibiose eine der
wichtigsten Schritte in der Behandlung von Sepsis. (7) Kumar et al. konnten zeigen, dass
eine verzogerte Applikation einer antibiotischen Therapie die Mortalitdt jede Stunde um
7,6 % bei Patienten mit Hypotonie im septischen Schock erhoht. (54) Ob das RAST somit
auch die Mortalitdt senken kann, ist zwar von groftem wissenschaftlichen Interesse, aber

nicht Gegenstand dieser Studie.
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Die Durchfithrung weiterer Studien, die diesen speziellen Aspekt beriicksichtigen, ist zu
empfehlen. Auch die Verminderung der Resistenzbildung, die im Zuge einer iiberschie-
Benden antiinfektiven Therapie entstehen kann, sowie die Reduktion von Nebenwirkungen
von iiberschieBenden Therapieregimen sind wesentliche Vorteile der schnelleren Ergebnis-

se durch RAST. (16)

4.2 Limitationen

Aufgrund der geringen Anzahl an getesteten Erregern sinkt die Aussagekraft dieser Studie.
Dies betrifft vor allem die Erregergruppen Enterokokken (5; 10 %), Pneumokokken (4;
8 %), Klebsiellen (3; 6 %) und Pseudomonas aeruginosa (1; 2 %). Von den getesteten 50
Erregern waren 20 Escherichia coli (40 %) und 17 Staphylococcus aureus Isolate (34 %)
(Vergleiche Abbildung 13). Bei diesen beiden sollte durch die vergleichsweise hohe An-
zahl an Isolaten eine gute Aussagekraft gewihrleistet sein. Dennoch sollten die Ergebnisse
dieser Studie durch Studien mit einer hoheren Anzahl an Erregern iiberpriift werden. Die
Durchfiihrung weiterer Studien ist insbesondere bei den oben genannten Erregergruppen
mit geringer getesteter Anzahl an Erregern von groBBem Interesse, weil durch die geringe

Anzahl keine validen Aussagen zur RAST-Methode geliefert werden konnten.

Ein weiterer Schwachpunkt dieser Studie ist, dass die Ergebnisse der Streptococcus pneu-
moniae Isolate nie durch den Vitek 2 tliberpriift werden konnten, da die Erreger nicht erneut
anziichtbar gewesen waren. Dasselbe Problem trat auch bei einem der drei Klebsiella

pneumoniae Isolate auf.

Der héufigere Grund fiir ein nicht verwertbares Ergebnis war ein nicht interpretierbarer
Hemmhofdurchmesser: Gesamt traten 207 nicht verwertbare Ergebnisse (35,6 %) auf. Da-
von waren 124 Ergebnisse (21,3 %) nicht interpretierbar gewesen und 83 Mal entsprach
der Hemmhofdurchmesser (14,3 %) der Area of Technical Uncertainty (Vergleiche Tabelle
2). Der Bereich, in dem ein Hemmhofdurchmessser keine eindeutige Aussagekraft hat, ist
ein Bereich, den die EUCAST geschaffen hat, um die Fehlerquote zu senken. (112) Aus
diesen Griinden kann die Anzahl des Ergebnisses ATU nur schwer vermindert werden.
Hingegen konnte man womdoglich durch Implementation neuer Geritschaften beziehungs-
weise durch Einsatz vollautomatisierter Systeme die Anzahl des Ergebnisses nicht interpre-

tierbar senken.
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Dennoch sind die Bedingungen fiir einen eindeutig ablesbaren Hemmhofdurchmesser
ebenso von der EUCAST vorgegeben. Das Potential dieser Uberlegung muss durch weitere

Studien Uberpriift werden.

Aufgrund der erhobenen Daten kann eine Implementation der RAST-Methode eindeutig
empfohlen werden, da durch sie die antiinfektive Therapie von Patientinnen und Patienten
mit einer Bakteridmie optimiert werden kann. Durch die RAST-Methode konnte in dieser
Studie bei 17 Patientinnen und Patienten (37,8 %) die antiinfektive Therapie optimiert
werden. Ob diese Methode die Mortalitdt der Betroffenen senken kann ist anzunechmen,
muss allerdings erst durch weitere Studien bewiesen werden. Diese Studie zeigt aullerdem,
dass zwar eine hohe Anzahl an nicht verwertbaren Ergebnissen auftrat (35,6 %), aber
ebenso, dass die RAST-Methode nur mit einer geringen Wahrscheinlichkeit falsche Ergeb-
nisse liefert (4,0 %). Somit konnen Ergebnisse der RAST-Methode mit sehr hoher Wahr-
scheinlichkeit als korrekt angenommen werden. Die hohe Anzahl der nicht verwertbaren
Ergebnisse konnte eventuell im Zuge des Implementationsprozesses entstanden sein. Gro-
Bere Studien werden vielleicht ebenso intial eine hohre Anzahl an nicht verwertbaren Er-
gebnissen erzielen und im weiteren Verlauf ein vermindertes Auftreten nicht verwertbarer

Ergebnisse feststellen.
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