Aus dem Institut fir Medizinische Mikrobiologie und Hygiene
der Universitat Ttbingen

Arztlicher Direktor: Professor Dr. |. B. Autenrieth

Mikrobiologische Schnelldiagnostik gramnegativer
Erreger aus Fliussigkulturen an den Beispielen
Sepsis und Harnwegsinfektion und deren
Bedeutung flr die antibiotische Therapie

Inaugural-Dissertation
zur Erlangung des Doktorgrades
der Medizin

der Medizinischen Fakultat
der Eberhard-Karls-Universitat
zu Tubingen

vorgelegt von

Dominik Loos

aus

Aalen

2009



Dekan: Professor Dr. |. B. Autenrieth

1. Berichterstatter: Professor Dr. |. B. Autenrieth
2. Berichterstatter: Frau Privatdozentin Dr. A. Heininger



Inhaltsverzeichnis

1

2

3

] ] T (] o o U 6
1.1 Bakteriamie Und SEPSIS ......uiiiiiei et 6
1.1.1 Definition und Pathogenese der gramnegaBegsis.............ccccevvvveeee. 6
1.1.2 Epidemiologie der Sepsis und Erregerspektrum..............ccceevvvvvnnnnn 9
1.1.3 DIAgNOSHIK....ccei e e e e e e ——— 10
114 Behandlungskonzepte und Aspekte der Antiattierapie.................. 12
1.2 Bakteriurie und Harnwegsinfektion.........cccccciiiiiiii s 51
121 Definitionen und Pathogenese.......... o eeieeeiiiiiiiiiiiiiiiae e 15
1.2.2 [ o1 0 [T 4 T0] (0o | = 2 16
1.2.3 DIAgNOSHIK. ..o e e 16
1.2.4 B L= = o= PP 17
1.3  Zielsetzung der vorliegenden Arbeit ... 81
Material und MethOOeN .........oooeiiiiiiii e 20
2.1 MALEITAL. ... 20
2.1.1 Geréate und Gerateartikel............c.ouvveeeei 20
2.1.2 Andere Verbrauchsartikel............ .o, 12
2.2 MEENOTEN ...t 21
221 Mikrobiologische DiagnOStiK .........ccooeeiiiiiiiiiiiiiiiiiie e 21
2.2.1.1  BlutkulturdiagnNOSEiK .........uueeeiiiiieeeeeeeeeiiiicsee s e e e e e e e e e eeeeeaaees 21
2.2.1.1.1 ROULINEVEITANIEN ...t e e e e e e e e e e eeeeeeenenes 21
2.2.1.1.2 StudienVerfanren........cccooo it 42
2.2.1.2 Urinproben-DiagnoStiK.........coooi e 25
2.2.1.2.1 ROULINEVEITANIEN .......oiiiiiiiiis ettt 25
2.2.1.2.2 Studienverfahren zur Genauigkeit desQuak - Systems....... 27
2.2.1.2.3 Studienverfahren zur Antibiogrammerstejlaus Urinproben .. 27
2.2.2 StudienaufDau ... 28
2.2.2.1  BIlUtKUITUIEN UNG SEPSIS...euvvrerrnn s eeeeeeeeeeeeeeeeaseeesennnnnnnnnnns 82
2.2.2.1.1 Mikrobiologisch-diagnostischer Teil .. .ccoeeiiiiiieiniiiiiiiiinnnn.. 28
2.2.2.1.2 Kilinisch-therapeutischer Teil ......cccceevieiiiiiiiiiii, 32
2.2.2.2  Urinproben und Harnwegsinfektion .....ccceee.oooooooiiiiiiiiiiiiiiiiiinnn. 33
2.2.2.2.1 Uberprufung der Genauigkeit des Uro-Q6igk Systems......... 33
2.2.2.2.2 Schnellverfahren zur Antibiogrammerstedlaus Urinproben... 34
2.2.2.2.2.1 Mikrobiologisch-diagnostischer Teilu...........cvvvvvieeenn.. 34
2.2.2.2.2.2 Kilinisch-therapeutischer Teil ..........uuceiiiiiiiiiiiiiiiiiieiiiies 37
2.2.3 StatiStISChE ANAIYSE.........vvveeeee et s e e e e e e e e e e e e eeeeeeeeeeaeenes 37
o= o] 1RSSO PP PPUPPRTPPRRP 40
3.1 Blutkulturen und SEPSIS......ccooe e i it ceeeeeeie e 40
3.1.1 Mikrobiologisch-diagnostischer Teil......cccc..ooeviiiiiiiiiiiiiiie, 40
3.1.1.1  Erregerspekirum ... oo ceeeemm e e e e e e 40
3.1.1.2 1dentifiZIErUNGEN......ooo ettt e e e aeeee 40
3.1.1.3 Resistenzen gegen AntibiotiKa ............cuuvveiiiiiiiiiiiiiieeeeeeeeeeeeeeiins 42
3.1.1. 4 Zeitbedart... ... e 46
3.1.2 Klinisch-therapeutischer Teil ..........ceeeeeeiiiiiiiiieeeeee a7
TNt 0 R o 1= o1 (= o [PPSR a7

3.1.2.2 Antibiotische Therapi€n ...........ooveuuueiiiiiii e 48



4

5

3.1.2.3 Berechnung des Klinischen Effekts der VMB MF....................... 51

3.2 Urinproben und Harnwegsinfektion ... 53
3.2.1 Genauigkeit des Uro-QUICk — SYStEMS.. v vvvneeiieeeeeeeeseeeseeeennnnnn. D3
3.2.1.1  Erregerspektrum ...... ..o a3

3.2.1.2 Genauigkeit des Uro-QUICK 60 ........coummmmeeeeereriieeeeeririiiiiinnneeenns 54
3.2.2 Schnellverfahren zur Antibiogrammerstellung Blrinproben............. 57
3.2.2.1 Mikrobiologisch-diagnostischer Teil...coeoevvviiiiiiiiiiiiieeeeeeeeeeee, 57
3.2.2.1.1 Erregerspektrum und Probenlbersicht ceceee.ccooooeeeeeiiiieeiiinies 57
3.2.2.1.2 Resistenzen gegen Antibiotika .......cccevvvvvviiiiiiiiiiiiiieeeee 58
3.2.2.1.3  Zeltbedar ... 58
3.2.2.2 Klinisch-therapeutischer Teil .......ccccceeiiiiiiiiiiiiii 60
3.2.2.2.1  PAtENIEN ....ccoiiiiiiiiiiiiiie ettt e e anaee 60
3.2.2.2.2 Antibiotische Therapi€n ............ceeeeeeeiiiiiniiiiiiieie e eeeeeeeeeeeeennnns 61
DISKUSSION ..ttt s ettt a s s e e e e e e e e e e eeaeaeeeeaaeeeeeennnees 63
4.1 Blutkulturen und SEPSIS......cccceeiiiiiieeeeeeie e 63
41.1 Mikrobiologisch-diagnostischer Teil......cccc...oovvviiiiiiiiiiiii 63
4.1.1.1  1dentifiZIErUNGEN.......ccoe e ettt s e e e e e e e e e e e e aeeeeeeereeees 64
4.1.1.2 Resistenzen gegen AntibiotiKa ..........ccouuvviiiiiiiiiiiiiiieeeeeie 66
4.1.1.3 Penizilline mit BLI und Probleme der ,irtrai“ - Testung ............... 69
4.1.1.4 Zeitbedarf und KOSIEN ........coooiii e Q7
N S T € =1 017 =] o PP 71
4.1.2 Klinisch-therapeutischer Teil .........ocoaeeeriiiiiiii e 72
4.1.2.1 Einfluss mikrobiologischer Diagnostik aid dntibiotische ................
TREIAPIE ..t e 72
4.1.2.2 Klinischer Substanzgebrauch und speziaiet®ilung der
mikrobiologisch-diagnostischen Ergebnisse im kihen Kontext...... 74
4.1.2.3 Leitlinien und ,die optimale antibiotischberapie” ........................ 78
A.1.2.4  GIENZEN....oiiiiieeieeitee e e e e et e e e e e e ent e e e e e e enn e e e e eeeennnes 81
4.2 Urinproben und Harnwegsinfektion ... 82
4.2.1 Genauigkeit des Uro-QUICK — SYSEMS.. v vvvneeeieeeeeeeeeeereeeeennnnnn. 82
4.2.1.1  UriNProbENSCreeNING ......ccevuuuururmmmmmmm e eeeeeeeeeeeeeeiitiinaaa e e e e e eaaaeas 28
4.2.1.2  GIENZEN....oiiiiieeiiiiiee e et e et e e e e e e e s e e e e e nnn e e e e eeernnnes 86
4.2.2 Schnellverfahren zur Antibiogrammerstellung Blrinproben............. 86
4.2.2.1 Mikrobiologisch-diagnostischer Teil...cceeccoeeiieiiiiiiiiiiiiiis 86
4.2.2.1.1 Resistenzen gegen AntibiotiKa ......ccccceeiiiiiiiiiniiii, 86
4.2.2.1.2  GIENZEN ... e e e e e e e e e e e e e nnnnns 88
4.2.2.2 Klinisch-therapeutischer Teil ... 88
4.2.2.2.1 Einfluss mikrobiologischer Diagnostik dig¢ Therapie............ 88
4.2.2.2.2 Wirkstoffgebrauch und Leitlinien .......c....ooovviviiiiiiiiiiiienennn. 90
4.2.2.2.3  GIENZEN ... et e e e e e e e e nnnnns 91
4.3  Schlussfolgerung und AUSBIICK ....... ... 92
4.3.1 Blutkulturen und SEPSIS.......cccoei i i e e e e e e 92
4.3.2 Urinproben und Harnwegsinfektion ... 93
4.3.2.1  Uro - QUICK .....coi i 93
4.3.2.2 Schnellverfahren zur Antibiogrammerstellang Urinproben......... 94
4.3.3 AUSDIICK. ... —— 95
ZUSAMMENTASSUNG ...t eeemmmm e e e e e e e e e e e e e et eb s s as 97

5.1 Blutkulturen und SEPSIS......ccoieei i ceeeeeeie e 97



5.2 Urinproben und Harnwegsinfektion

......................................................... 98
5.3 Bewertung der StudienergebniSSe .........uuueeceiiiiiiiiee e 99

(I Y o] (U 740 Vo 1= o PSPPSR 100

T ANNANG e ———— e e e e e e et e et teannneeearerarnnna 103

S I N 1 (=] - LU | PP OPTPPPUPPPPPP 108

S B B - 18] 1CS7= To [ T 128

10 Lebenslauf



1 Einleitung

1 Einleitung

Die Identifizierung von Mikroorganismen aus klinischen Proben sowie deren
Testung auf das Vorliegen von Resistenzen gegen Antibiotika (Resistenz-
testung), besitzt einen zentralen Stellenwert bei der medizinischen Versorgung
von Patienten mit Infektionen. Fr die klinisch wichtigen Krankheitsbilder Sepsis
und Harnwegsinfektion hat die Erregerdiagnostik, die z.B. mit Hilfe von Fest-
oder Flassigndhrmedien erfolgen kann, eine besondere Bedeutung.
Gramnegative Stabchenbakterien sind haufig Verursacher solcher Infektionen.
Die Diagnostik dieser Keime mittels Flissigkulturen aus Blut und Urin und
deren Kklinische Bedeutung fur die antiinfektiose Therapie waren Gegenstand

dieser Arbeit.

1.1 Bakteriamie und Sepsis

1.1.1 Definition und Pathogenese der gramnegativen Sepsis

Als Bakteridmie bezeichnet man das Auftreten von Bakterien im Blut (187).
Eintrittspforten fur Mikroorganismen stellen héaufig kleinste Gewebeschaden
dar, wie sie z.B. beim Zahneputzen entstehen kénnen. Die meisten Bakteri-
amien verlaufen ohne eine klinische Symptomatik, da Fremdorganismen durch
ein gesundes Immunsystem schnell aus dem Blutstrom entfernt werden (202).

Kann die Quelle der eindringenden Keime durch das korpereigene Immun-
system jedoch nicht oder nur unzureichend beseitigt werden, so dass standig
Mikroorganismen im Blut zirkulieren, kann sich aus einer symptomfreien
Bakteriamie eine Sepsis entwickeln. Aufgrund von Instabilititen eines nicht
mehr bzw. noch nicht voll funktionsfahigen Immunsystems sind besonders
altere Patienten und Neugeborene geféhrdet (66,187). In Abhangigkeit
charakteristischer Befunde und Kklinischer Symptome werden laut der
.international Sepsis Definitions Conference” verschiedene Stadien der Sepsis
unterschieden (136):
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Stadium Diagnosekriterien

SIRS (systemic inflammatory | Mindestens 2 von 4 Kriterien:
response syndrome) - Hyper- oder Hypothermie (>38C oder <36C)
- Tachypnoe (> 20 Atemzige/min. oder
pCO, <32 mmHgQ)
- Tachykardie (> 90 Schlage/min.)
- Leukozytenzahlveranderung (> 12.000 /ul
oder < 4000 /ul oder >10% Stabkernige)

Sepsis SIRS + Nachweis einer Infektion

Schwere Sepsis Sepsis + Zeichen einer Organdysfunktion oder
Hypoperfusion (Hypotonie, Oligurie, Bewusst-

seinsstorungen u.a.)

Septischer Schock Sepsis + Hypotonie fir mindestens 2 Stunden
(systolischer Blutdruck < 90 mmHg oder Mittel-
druck £ 70 mmHg trotz adaquater Volumen-
zufuhr oder Notwendigkeit eines Vasopressor-
einsatzes zur Aufrechterhaltung des Blutdrucks

Uber diesen Werten)

Diese Stadien spiegeln verschiedene Stufen der Immunantwort eines Patienten
wider. Abbildung 1 zeigt verschiedene Pathomechanismen bei der Entstehung
der Sepsis auf. Eine wichtige Rolle im Falle der gramnegativen Sepsis spielen
die fur diese Bakteriengruppe spezifischen Zellwandkomponenten, die als
Lipopolysaccharide (LPS) oder Endotoxine bezeichnet werden (191,217).
Werden bei einer Sepsis Endotoxinfragmente freigesetzt, bilden verschiedene
LPS-Bindungsproteine (LBP, geldstes CD14) mit diesen Komplexe aus (200).
Uber spezielle Rezeptorsysteme (Toll-like receptors/TLRs, MD-2) binden
derartige Komplexe an Immun- und Endothelzellen, welche dadurch zur
Ausschittung einer Vielzahl an pro- und antiinflammatorischen Zytokinen
(Interleukine, Tumor-Nekrose-Faktor/TNF wu.a.) und Mediatoren angeregt
werden (16,152,188). Marshall beschrieb diesen Wirkmechanismus des LPS
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auf Zellen als hormonéhnlich (148). Bei lokalen Infektionen dient die initiierte
Entzindungsreaktion protektiv einer maoglichst schnellen Eliminierung

pathogener Organismen aus dem Koérper (104). Persistieren Keime jedoch im

Blut, wird der Grad einer lokalen Inflammation schnell Giberschritten.

Pathogenese der Sepsis

LPS und andare
raklarialle ¥Komponantan

L Vo

e (D)o M
— WL (1 .|
e ¥\ o
Epithal Mewtraphila Granulczyten Monozyian
Zywoking
A / \ ¥
Sausrslofiradicals Lipadimadiatoran
Y Komplamant
Anstieg von
TF urvd PAI-1
Chemolaxis
gennnungsiirdernas Efakia Lysosomale Enzyme

Qarnnung Fiednas Vasodilatation Fapillarundichiigksit

Abbildung 1:  Das nach Cohen (39) modifizierte Schema gibt Zusammenhange verschiedener
Pathomechanismen der Entstehung einer Sepsis wider. (Anmerkungen: TF:
tissue factor / Gewebefaktor ; PAI-1: Plasminogen Aktivator Inhibitor Typ 1)

Die Pathogenese der Sepsis ist durch Dysregulation des beschriebenen
Systems gekennzeichnet (39,98): Es kommt zur Ubermafigen Bildung von Ent -
zundungsmediatoren. Allgemeinsymptome wie Fieber, Tachypnoe, Tachykardie

und eine veranderte Leukozytenanzahl (zundchst Anstieg) kénnen klinisch in
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Erscheinung treten. Im weiteren Verlauf der Sepsis spielen systemische Effekte
auf das GefaB- und Gerinnungssystem eine entscheidende Rolle
(5,83,130,213). Verschiedene  Entzindungsmediatoren  erhéhen  die
Durchlassigkeit von GeféaRen und schadigen das Endothel, wodurch das
intravasale Volumen abnimmt. Der Blutdruck fallt ab. Dies kann wiederum zur
Minderdurchblutung von Organen fiuhren. Zunehmende Hypotonie sowie
sekundare Dysfunktionen des endokrinen Systems (gestorte Ausschittung von
Hormonen wie Kortisol, Insulin) fihren schlie8lich zu Multiorganversagen,
Schock und Kreislaufversagen (205). Durch Aktivierung der Gerinnungs-
kaskade bilden sich Gerinnsel aus. Dabei werden Gerinnungsfaktoren
verbraucht (Verbrauchskoagulopathie) und es kommt in der Folge vermehrt zu

Hamorrhagien (Blutungen).

1.1.2 Epidemiologie der Sepsis und Erregerspektrum

In den meisten Industriestaaten weist die schwere Sepsis mit 50 - 100 Fallen
pro 100.000 Personen eine hohe und standig zunehmende Inzidenz auf (149,
150,160). Trotz Intensivtherapie wird die Sepsis auch heute noch zu den zehn
haufigsten Todesursachen fir Erwachsene in den USA und fur Kinder weltweit
gezahlt (3,30). Studien ermittelten fur verschiedene Stadien und Patienten-
kollektive Letalitatsraten zwischen 20% und Uber 50% (2,4,56,64,116). Die
Behandlungskosten sind enorm hoch (4,18). Das Kompetenznetzwerk Sepsis
ermittelte fur die schwere Sepsis auf deutschen Intensivstationen eine 90-Tage-
Sterblichkeit von 54% und assoziierte Kosten von 1,77 Mrd. € (29).
Gramnegative Keime (v.a. resistente Stamme) weisen verhaltnisméafRig hohe
Sterblichkeitsraten auf (2,116). Bone hat die gramnegative Sepsis schon 1993
als ,Dilemma of modern medicine” bezeichnet (23). Seitdem konnte die Letalitét

nicht wesentlich gesenkt werden.

Gramnegative Stabchen treten haufig als Erreger nosokomialer Infektionen in
Erscheinung. In Tabelle 1 sind die laut KISS (Krankenhaus-Infektions-

Surveillance-System) zwischen 1997 und 2002 haufigsten Erreger noso-




1 Einleitung

komialer Infektionen auf deutschen Intensivstationen dargestellt (81). Erreger-
spektren variieren sowohl international als auch regional und verandern sich im
Laufe der Zeit. In einer im Jahr 2005 verdffentlichten Publikation von NNIS
(National Nosocomial Infections Surveillance System) wurden 23,8% der
nosokomialen Sepsis durch gramnegative Keime verursacht (80). Unter
gramnegativen Stdbchen dominieren Enterobacteriaceae, die als Bestandteil
der humanen Darmflora (<1%) héaufig als Erreger endogener Infektionen
auftreten (63). Daneben sind Non-Fermenter aufgrund ihrer Umweltstabilitat
und nattrlicher Antibiotikaresistenzen als fakultativ pathogene exogene Keime
gefurchtet (165).

Die haufigsten Erreger device-assoziierter* nosokomialer Infektionen auf
deutschen Intensivstationen nach KISS (1997-2002)
Keim Gesamtanteil an | Anteil der finf jeweils haufigs  ten Erreger (in%)
allen NI (in%) Sepsis Pneumonie HWI
Staphylococcus aureus 16,5 14,9 21,5
Pseudomonas aeruginosa 14,2 18,0 14,0
Escherichia coli 13,9 9,4 25,4
Enterokokken 134 11,1 23,8
Candida albicans 11,2 11,3
Klebsiella ssp. 9,1 4,9 11,8 6,2
KNS (Koag-neg. Staph.) 9,1 31,0
Enterobacter ssp. 7.4 4.8 9,6
Tabelle 1: Ergebnisse der 2004 verdffentlichten Studie des Krankenhaus-Infektions-

Surveillance-System (KISS) (81). Gramnegative Keime sind fett hervorgehoben.
(Anmerkungen: device*=GefalRkatheter, Beatmung, Harnwegkatheter; NI =
nosokomiale Infektion; KNS = Koagulase-negative Staphylokokken).

1.1.3 Diagnostik

Beim Vorliegen der entsprechenden Klinik erfolgt die Diagnosesicherung einer
Sepsis durch den mikrobiologischen Nachweis pathogener Keime im Blut.
Durch Beimpfung von Blutkulturflaschen, die flissige N&ahrmedien zur
Bakterienanzucht enthalten, mit einer vendsen Blutprobe und anschliel3ender
Bebritung erfolgt der Nachweis einer Bakteriamie. Bei bis zu 79% aller
Sepsispatienten kann jedoch keine Bakteridmie nachgewiesen werden
(101,203). Ursache hierfur ist haufig der Beginn einer antibiotischen Therapie

vor der Abnahme von Blutkulturen. Dadurch vorgeschadigte Keime kénnen oft

10
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nicht mehr angezichtet werden. Mikroorganismen sind dartber hinaus nur
zyklisch, am haufigsten im Fieberanstieg, nachweisbar (38). Fallen beim
Vorliegen typischer Symptome Blutkulturergebnisse negativ aus, spricht man

auch von einer klinischen Sepsis (101).

Die Blutkulturdiagnostik umfasst folgende Vorgehensschritte: Im Bereich der
Praanalytik ist eine korrekte aseptische Blutkulturabnahme durch den Klinikarzt
zur Reduktion schwer interpretierbarer Ergebnisse von entscheidender
Bedeutung (38,203). In diesem Zusammenhang ist v.a. der Nachweis von
Organismen der physiologischen Hautflora im Blut problematisch, da diese
latrogen (bei der vendsen Punktion durch den Arzt) verschleppt sein kdnnen
(156,230). Die Transportzeit einer Probe zum mikrobiologischen Labor sollte
maoglichst kurz sein, da Keime im Blutkulturmedium schnell wachsen. Hierbei
reichern sie CO, (Stoffwechselprodukt) an. Da ein Keimnachweis auf einem
Anstieg der CO,-Konzentration basiert, kbnnen in bereits CO,-gesattigten
Proben Organismen im Labor nicht mehr optimal detektiert werden. Als
Standard der Blutkulturdiagnostik haben sich in der modernen Mikrobiologie
automatisierte Systeme wie das mehrfach evaluierte Bactec 9240° (Becton
Dickinson) und andere Gerate (z.B. BacT/ALERT®, bioMérieux) durchgesetzt
(67,157,171). Vorteil von Automaten gegentber manuellen Verfahren ist eine
schnellere Keimdetektion. Kénnen Mikroorganismen angezichtet werden,
schlie3t sich deren Identifizierung und Testung auf Resistenzen gegen
Antibiotika an. Aus klinischer und 6konomischer Sicht ist zur Anpassung einer
antimikrobiellen Therapie eine schnelle Diagnostik stets erforderlich. Im Falle
der Sepsis hat diese sogar einen entscheidenden Einfluss auf die Prognose des
Patienten: Doern et. al konnten eine signifikante Letalitatssenkung durch
Anwendung zeitsparender mikrobiologischer Schnellverfahren nachweisen (59).
Weitere Vorteile geréategestutzter Schnelldiagnostik sind Kostensenkung und
eine Verminderung der Liegedauer von Patienten (9,13). Trenholme et al.
konnten bereits 1989 zeitliche und 6konomische Vorteile einer raschen
Blutkulturdiagnostik nachweisen (215). Eine schnelle Identifizierung und

Testung von Sepsiserregern auf Antibiotikaresistenzen wurde von mehreren

11
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Autoren als wichtigste Aufgabe der Mikrobiologie Uberhaupt bezeichnet
(45,46,88,161). Aus zeitlichen Grinden wird im Labor deshalb zunachst mittels
Agardiffusionstest direkt aus der positiv-gemeldeten Blutkultur ein vorlaufiges
Antibiogramm erstellt. Mit Hilfe zeitintensiverer, standardisierter Tests wird
schlie3lich ein Endbefund erhoben. Zur schnellen Identifizierung und Resistenz-
testung haben sich im Labor automatisierte Systeme wie das Vitek 2° - Gerat
(BioMérieux) durchgesetzt. Fur eine standardisierte Inokulation empfiehlt der
Hersteller die Testung einer Reinkultur, die zunachst aus einer positiv-

gemeldeten Blutkulturflasche subkultiviert werden muss.

1.1.4 Behandlungskonzepte und Aspekte der Antibioti katherapie

Die Therapie der Sepsis, insbesondere der gramnegativen Sepsis, stellt nach
wie vor eine grofRe Herausforderungen fur die moderne Medizin dar (189): Bei
der Behandlung mussen einerseits Mal3hahmen zur Beseitigung der zugrunde
liegenden Infektion getroffen werden, andererseits muss der Sepsisverlauf
unterbrochen und der Patient hd&modynamisch stabilisiert werden. Von der
~Surviving Sepsis Campaign®, einer internationalen Expertenkommission,
wurden umfassende Leitlinien zur Sepsistherapie entwickelt (52). Abbildung 2
gibt eine Auswahl verschiedener etablierter Therapiemal3nahmen und klinisch-

experimenteller Behandlungsansatze auf unterschiedlichen Ebenen wider.

Ein GroR3teil der Mafllnahmen soll Folgen der entgleisten systemischen
Entzindungsreaktion wie Blutdruckabfall und Organdysfunktionen verhindern
bzw. einschranken. Medikamente, die Entziindungsmediatoren oder LPS
neutralisieren oder durch Blockade von Immunzellrezeptoren den Entziindungs-
mechanismus zu unterbrechen versuchen, kénnten eine zukinftige Therapie-
alternative darstellen (20,190). Trotz intensiver Studien gelang der Klinische
Durchbruch bislang jedoch nicht (176,183). Letztendlich miissen entscheidende
Interventionen auf Beseitigung der Sepsisursache abzielen: Bei bekannter
Infektionsquelle ist die chirurgische Herdsanierung eine &aulierst effektive

MalRnahme (147). Zentrales Element zur Bekdmpfung der zugrunde liegenden

12
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Infektion stellt stets die antimikrobielle Therapie dar (22,52). Mehrere Studien
belegen eine deutliche Prognoseverbesserung durch Anwendung wirksamer
Antibiotika  (102,125,132,144,218,237). Fur gramnegative Stdbchen wurde
darUber hinaus gezeigt, dass eine frihzeitig effektive Therapie eine geringere
Sepsisletalitat aufweist als eine verzégert wirksame (116,125,155). Wird die
klinische Verdachtsdiagnose einer Sepsis gestellt, sollte vor einer
antimikrobiellen Therapie die Abnahme von Blutkulturen erfolgen. Eine initiale
antiinfektiose Behandlung sollte unter Bericksichtigung einer maoglichen
primaren Infektionsquelle breit begonnen und nach Bekanntwerden der mikro-

biologischen Ergebnisse mdglichst eng fortgefuhrt werden (52).

Ebenen der Sepsistherapie

Antibiotika | Infektionsauelle chirurgische Herdsanierung
‘ J *a (Drainage, OP ,..)

Bokteridmie

(LPS-Neutralisierer)*
(Rezeptorblocker)* f——————— Kortikosteroide

+ Komplement

(Zytokin-Neutralisierer)* —

(Rezeptorblocker)* {
sysfemische Entzindungsreaktion
Gefegsysom
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v
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Abbildung 2:  Etablierte Malnahmen und klinisch-experimentelle Ansétze der Sepsis-
therapie. Ein Grol3teil der Optionen ist nicht fur jeden Patienten sinnvoll und
bedarf einer klinischen Indikation (52). Kortikosteroide sind z.B. nur im
septischen Schock indiziert. (Anmerkungen: ()*=diese Mal3nahmen wurden und
werden noch klinisch erprobt und sind nicht allgemein anerkannt und
zugelassen; OP=0Operation; rhAPC=Recombinant Human Activated Protein C).
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Vorraussetzung einer adaquaten antibiotischen Therapie ist das Wissen Uber
intrinsische  und erworbene Resistenzmechanismen. Einen besonderen
klinischen Stellenwert fir gramnegative Stabchen besitzen die so genannten
extended spectrum beta lactamases (ESBL). Spezielle auf Plasmiden
lokalisierte Gene vermitteln Resistenzen gegen samtliche Betalaktam-
Antibiotika (115,178). Entsprechend reduzieren sich Therapieoptionen auf
wenige, breit wirksame Antibiotika wie Carbapeneme (216). Da Plasmide auf
andere Bakterien Ubertragen werden konnen, konnten infizierte Patienten
multiresistente Erreger auf andere Patienten Ubertragen. Die Isolierung von
Patienten mit ESBL-Stdammen wird nicht allgemein, allerdings von einzelnen
Autoren empfohlen (93,133). Abhangig von Erreger und Region liegen ESBL-
Raten weltweit zwischen 3,9% und 58,7% (216). In Stidamerika und Osteuropa,
die die héchsten ESBL-Pravalenzen aufweisen, stellen solche Stamme bereits

ein grol3es Therapieproblem dar.

Global kann eine Zunahme resistenter Keime beobachtet werden
(35,40,137,220). Resistenzraten sind in L&ndern mit hohem Antibiotika-
verbrauch erhoht (84). Deutschland liegt im europaischen Vergleich beim
Antibiotikaverbrauch im unteren Drittel (55). Gegen samtliche Wirkstoffklassen
existieren verschiedene molekulare Mechanismen, die auf zum Teil noch
unbekannte Weise Keime unempfindlich machen kénnen (50,227). Besorgnis-
erregend ist die Tatsache, dass gleichzeitig die Erforschung und Zulassung
neuer Antibiotika abnimmt (1,172,193,231). Zudem konzentriert sich die
Entwicklung neuer Substanzen aufgrund einer prozentual gré3eren Zunahme
v.a. auf den grampositiven Bereich (MRSA, VRE). Da neue Antibiotika mit
Wirksamkeit im gramnegativen Spektrum in naher Zukunft weniger zu erwarten
sind, stellen Resistenzzunahmen dieser ,vergessenen Keime* eine besondere
Bedrohung dar (85,228). Zur Erhaltung der Wirksamkeit ist ein verninftiger
Gebrauch der verfiigbaren Therapeutika deshalb besonders wichtig (40,123).
Der praktischen Umsetzung sollen Leitlinien zum Antibiotikagebrauch, Kontroll-

programme und Hygienemafl3namen dienen (145,166,207).
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1.2 Bakteriurie und Harnwegsinfektion

Mit rund 25% gehdort der Harntrakt zu den haufigsten Infektionsquellen bei der
Entwicklung einer Sepsis (28). Man spricht in solchen Fallen auch von einer
Urosepsis (24). Diese entwickelt sich haufig aus nosokomialen (im
Krankenhaus erworbenen) Harnwegsinfektionen (HWI) im Zusammenhang mit
Blasenkathetern (129, 168). Seltener kann sich auch aus einem ambulanten
HWI eine systemische Infektion entwickeln. Die Diagnose einer Sepsis ist in
solchen Fallen aufgrund unspezifischer Symptome oft schwierig zu stellen
(185). Neben einer systemischen Infektion kann ein aszendierender HWI bei
nicht adaquater Therapie als Komplikation auch Gewebeschaden nach sich
ziehen, die zur Niereninsuffizienz fuhren kénnen (76). Ambulant erworbene
Harnwegsinfektionen zeigen in den meisten Fallen einen unkomplizierten
Verlauf. Eine schnelle mikrobiologische Diagnostik ist besonders bei rezidi-
vierenden und komplizierten HWIs wichtig (233). Neben Immunsupprimierten
und alteren Patienten sind aufgrund kurzer Harnwege auch Sauglinge und
Kleinkinder besonders gefahrdet, Komplikationen zu entwickeln (62,76).

1.2.1 Definitionen und Pathogenese

Unter dem Begriff Bakteriurie versteht man das Vorhandensein von Bakterien
im Urin. Ursache hierfur muss jedoch nicht zwingend eine Infektion sein:
Abzugrenzen sind Kontaminationen des Urins mit Mikroorganismen der
naturlichen Flora und asymptomatische Bakteriurien wie sie bei Schwangeren,
Kindern und é&lteren Patienten auftreten kdnnen. In diesen Féllen ist eine
antimikrobielle Therapie nicht sinnvoll (167). Nach ihrer Lokalisation lassen sich
Harnwegsinfektionen einteilen in Urethritis (Harnréhrenentziindung), Zystitis
(Blasenentziindung) und Pyelonephritis (Nierenbeckenentziindung). Die HWIs
werden in unkomplizierte und komplizierte Formen eingeteilt. Komplizierte
Formen sind haufig mit Risikofaktoren (z.B. Harnabflussstérungen, Immun-
suppression, spezielle Vorerkrankungen) und therapieresistenten Keimen

assoziiert (11).
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Eine umstrittene These zur Pathogenese der Harnwegsinfektion besagt, dass
sich ein HWI in den meisten Fallen als endogene Schmierinfektion mit
Organismen der physiologischen Darmflora entwickelt (108,235). Eine derartige
Keimverschleppung wurde vor allem bei sexuell aktiven Frauen auftreten
(11,96). Bei der Entstehung eines HWI wirken bestimmte Konstellationen
zwischen dem Wirt auf der einen und dem Erreger auf der anderen Seite
zusammen (97): Uropathogene Erreger weisen zur Uberwindung natirlicher
Schutzbarrieren (z.B. Spulwirkung des Urins) entsprechende Virulenzfaktoren
(Fimbrien, Adhasine u.a.) auf (107,126). Wirtsfaktoren die eine Infektion
begunstigen sind Harnabflussstérungen (z.B. durch anatomische Anomalien,
Harnsteine, Katheter) oder eine Schwachung des Immunsystems. Genetische
Veranlagungen préadisponieren zu rezidivierenden HWIs. Spezielle Antigene
(HLA), Rezeptorvarianten und Proteinstrukturen erleichtern bei entsprechenden

Patienten die Anheftung von Keimen an das Urothel (70).

1.2.2 Epidemiologie

Die Inzidenz von Harnwegsinfektionen ist sowohl im ambulanten als auch im
stationéren Bereich sehr hoch. Es wird geschétzt, dass ambulant erworbene
HWIs alleine in den USA jahrlich zu 7 Millionen Arztbesuchen und 100.000
Krankenhausaufenthalten fihren (197). Dadurch wirden Behandlungskosten
von etwa $ 1,6 Milliarden pro Jahr entstehen (72). HWIs gehdren mit einem
Anteil von bis zu 35% zu den haufigsten nosokomialen Infektionen (8,131,206).
Platt et al. stellten eine Assoziation zwischen nosokomialen HWIs bei
Harnwegskathetern und erhéhter Mortalitdt fest (182). Gramnegative Keime
(v.a. Escherichia coli) sind haufigste Erreger von Harnwegsinfektionen (vgl.
Tabelle 1, Seite 10).

1.2.3 Diagnostik

Die Diagnose eines HWI kann anhand von Symptomen wie Dysurie, Polakisurie

und Algurie zumeist klinisch gestellt werden. Durch die Mikrobiologie kann in
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klinisch nicht eindeutigen Fallen durch den Nachweis einer Bakteriurie und
zusatzlicher Bewertungskriterien (Keimzahlen, typische Erreger u.a.) eine
Bestatigung erfolgen. Eine Urinprobendiagnostik ist primar jedoch zur Identi-

fizierung und Resistenztestung therapieresistenter HWI-Keime indiziert (233).

Zur Diagnostik finden im Wesentlichen drei Arten von Urinproben Verwendung:
Mittelstrahlurin, Blasenpunktionsurin und mittels Blasenkatheterisierung gewon-
nener Urin. Um eine Probe im Labor richtig beurteilen zu kénnen, muss vom
Kliniker die Art der Uringewinnung angegeben werden. Aus einer Probe werden
zur Identifizierung und Testung auf das Vorliegen von Antibiotikaresistenzen
Reinkulturen  angelegt. Zusatzliche mikrobiologische Parameter wie
Keimzahlen, pH-Wert, Leukozyten- und Nitrithachweis werden zur Diagnose-
stellung eines Harnwegsinfektes ebenfalls ermittelt und beurteilt (79).

1.2.4 Therapie

Der wichtigste Bestandteil der Therapie zur Keimreduktion bzw. -eradikation ist
eine geeignete antibiotische Behandlung. Eine reichliche Flissigkeitszufuhr ver-
bessert als supportive Mal3nahme die Spulwirkung des Urins. Zur langerfristig
erfolgreichen Behandlung komplizierter und rezidivierender HWIs sind dartber
hinaus MalRRnahmen zur Beseitigung zugrunde liegender anatomischer oder
funktioneller Ursachen wie Harnabfluss- oder Blasenentleerungsstdérungen
unverzichtbar (163).

Wagenlehner et al. konnten in den Jahren 1994-2001 fir stationéare, urologische
Patienten keinen generellen Trend einer Resistenzzunahme feststellen, aul3er
bei E. coli gegenuber Cotrimoxazol (25,1% in 2000) und Ciprofloxacin (10,4% in
2000) (224). Gegeniber Cotrimoxazol wurde auch bei unkomplizierten HWIs
eine Resistenzzunahme festgestellt (90). Grundsatzlich ist daher auch fur die
antibiotische Therapie der Harnwegsinfektion ein rationaler Wirkstoffgebrauch

zu befirworten.
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1.3 Zielsetzung der vorliegenden Arbeit

Aerobe gramnegative Stabchen sind haufige Erreger der klinisch bedeutsamen
Krankheitsbilder Sepsis und Harnwegsinfektion. Eine adaquate antimikrobielle
Behandlung z&hlt fir beide Infektionsarten zu den wichtigsten Therapie-
bausteinen. Eine schnelle und effektive mikrobiologische Diagnostik kann
deshalb die Letalitat bei septischen Patienten senken und Komplikationen bei
Harnwegsinfektionen vorbeugen. Ziel dieser Studie war die Verbesserung der
Diagnostik fir aerobe gramnegative Stabchen aus Blutkulturen und Urinproben
durch Evaluierung zeitlich verkirzter mikrobiologischer Verfahren. Um die
klinische Bedeutung und mdgliche Auswirkung dieser Schnellverfahren
abschatzen zu konnen, wurde anhand der antibiotischen Behandlung von
Studienpatienten der Einfluss mikrobiologischer Diagnostik auf die Therapie der
Sepsis und Harnwegsinfektion ermittelt.

Von Klinikpatienten eingelieferte Blutkulturflaschen, die eine Monokultur eines
gramnegativen Stabchens enthielten, wurden im Studienteil ,Blukulturen und
Sepsis” parallel zur Routinediagnostik in einem zeitlich verkirzten
Zweitverfahren (Studienverfahren) getestet. In beiden Verfahren wurde die
Kombination aus dem Blutkultur-Screeningsystem Bactec® 9240 (Becton
Dickinson) und Vitek® 2 (BioMérieux), einem Automaten zur Identifizierung und
Testung von Keimen auf das Vorliegen von Resistenzen gegen Antibiotika,
verwendet. Ein Zeitgewinn wurde im Studienverfahren folgendermafen erreicht:
Eine Reinkultur zur Inokulation im Vitek 2 wurde statt aus einer tUber Nacht
bebriteten Subkultur (=Routinediagnostik) mittels Zentrifugierung in speziellen
Rohrchen mit Trenngel (BD-Vacutainer) direkt aus einer positiv-gemeldeten
Blutkulturflasche gewonnen. Mit Hilfe des Trenngels konnten Keime gegenuber
anderen Blutbestandteilen abgetrennt werden. Da positive Blutkulturen in der
Regel Monokulturen liefern, kann davon ausgegangen werden, dass zur
Weiterdiagnostik im  Studienverfahren eine ,Quasi-Reinkultur® vorlag.
Anschlie3end folgten Identifizierung und Testung auf das Vorliegen von

Resistenzen gegen Antibiotika. Ergebnisse der Schnelldiagnostik (Identifizie-
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rungen und Antibiogramme) wurden mit Hilfe der Routinediagnostik auf Fehler
Uberpruft. Mit unterschiedlichen Ergebnissen wurde ein derartiges
Schnellverfahren zur Blutkulturdiagnostik in dieser und anderen Gerate-
kombinationen  bereits evaluiert (27,51,92,120,184). Diese Studien
beschrankten sich bei der Auswertung jedoch auf mikrobiologische Ergebnisse.
Die vorliegende Arbeit berlcksichtigte nicht nur die Fehlerrate des
Schnellverfahrens, sondern auch klinisch-therapeutische Aspekte. Fur Studien-
patienten wurden neben mikrobiologischen Befunden auch antibiotische
Behandlungen in der Klinik erfasst. Dokumentiert und ausgewertet wurde der
Wirkstoffgebrauch vor und nach dem Vorliegen mikrobiologischer Befunde und
in diesem Zusammenhang der Einfluss mikrobiologischer Diagnostik auf die

antibiotische Behandlung.

Ahnliche gerategestiitzte Schnellverfahren zur Urinprobendiagnostik existieren
bisher nicht. Ein weiterer Bestandteil dieser Studie war deshalb auch die
Entwicklung und Fehleriberprifung eines raschen Diagnoseverfahrens fur
Urinproben. Als Screeninginstrument fand das Uro-Quick™ 60 - Gerat (ALIFAX
S.p.A.) Verwendung. Da fur dieses System bislang wenig internationale
Literatur existiert (58,194,221), wurde neben der Einbindung des Geréates in das
Schnellverfahren zunéachst die Genauigkeit (d.h. die Fehlerrate) desselben
ermittelt. Diese wurde anhand von Patientenproben durch Vergleich mit
Ergebnissen des Routineverfahrens ermittelt. Im zweiten Teil der Studie
(,Erstellung von Schnellantibiogrammen aus Urinproben®) wurden zunéchst
Urinproben von Klinikpatienten im Uro-Quick inkubiert. Aus positiv-gemeldeten
Proben, die gramnegative Stadbchen enthielten, wurde anschlieend mittels
Agardiffusionstest ein Antibiogramm erstellt und mit Hilfe der Routinediagnostik
auf Fehler Uberprift. Antibiotische Behandlungen der Studienpatienten wurden

wie im Studienteil ,Blutkulturen und Sepsis” erfasst und ausgewertet (s.0.).
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2 Material und Methoden

2.1 Material

Aufgefihrt sind alle Gerdate und Artikel, die in Referenz- und/ oder
Studienverfahren zur Diagnostik aerober gramnegativer Stabchen verwendet

wurden.

2.1.1 Gerate und Gerateartikel

Gerat / Artikel Hersteller

Studienteil Blutkulturen Studienteil Blutkulturen
- BACTEC® 9240 - Gerat - Becton Dickinson

- BACTEC® plus+, Aerobic/ F - Becton Dickinson

(Blutkulturflaschen)

Studienteil Urinproben Studienteil Urinproben
- Miditron R® - Gerat - Roche

- Combur-Stix® - Streifen - Roche

- URO-QUICK™ 60 - Gerat - ALIFAX S.p.A.

- URO-QUICK - Roéhrchen - ALIFAX S.p.A.

- PARGORT (Software) - ALIFAX S.p.A.
beide Studienteile beide Studienteile

- Varifuge 3.0 - Heraeus Sepatech
- BD-Vacutainer (SST™ Il Advance) - Becton Dickinson
- VITEK® Densicheck - BioMérieux

- VITEK® 2 - Gerét - BioMérieux

- VITEK® 2-ID-GNB-Karten - BioMérieux

- VITEK® 2-AST-N021-Karten - BioMérieux
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2.1.2 Andere Verbrauchsartikel

Artikel

Hersteller

- Hochsupplementierter Kochblutagar
(BHI-Agar)

- Blutagar (Columbia-Agar)

- CLED - Agar

- Sporenplatte (pH 7,2)

- Muller Hinton Agar (Diffusionsagar)

- Diffusionsplattchen fur CAZ, SAM

- Sensi — Disc Diffusionsplattchen
(alle anderen getesteten Antibiotika)

- ApiNE®

- ApiE®

- Oxidase-Teststreifen

- Eigene Herstellung

- Eigene Herstellung
- Eigene Herstellung
- Eigene Herstellung
- Eigene Herstellung
- OXOID

- Becton Dickinson

- BioMérieux
- BioMérieux
- Merck

2.2 Methoden
2.2.1 Mikrobiologische Diagnostik
2.2.1.1 Blutkulturdiagnostik

22111 Routineverfahren

Am Institut fir Medizinische Mikrobiologie und Hygiene der Universitatsklinik
Tlbingen etablierte Algorithmen zur Blutkulturdiagnostik wurden in Anlehnung
an CLSI- (frther NCCLS) und MiQ-Richtlinien (164,202) entwickelt und sind im

Folgenden beschrieben. Ein Uberblick tber das Routineverfahren zeigt

Abbildung 3 auf Seite 30.
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Nach Abnahme einer Blutkultur wurden diese moglichst schnell von der Klinik
zum Mikrobiologischen Institut transportiert. Nach Erfassung im Labor-
informationssystem (LIS) erfolgte dort umgehend die Weiterverarbeitung. Dazu
wurde die Probe den Herstellerangaben entsprechend in das in Tidbingen
verwendete Bactec 9240 — Gerat eingelesen und eingebracht. Das System
verwendet eine Fluoreszenttesttechnologie. Jede Blutkulturflasche enthalt
neben speziellen Anzuchtmedien einen Sensor, dessen Farbstoff mit CO,,
einem bakteriellen Stoffwechselprodukt, reagiert. Das entstandene Produkt
fluoresziert bei Anregung durch eine LED. Mit Hilfe eines Fotodetektors wird die
der CO,-Menge entsprechende abgegebene Fluoreszenzkonzentration
(Intensitat) registriert. Ein Computer erstellt aus den ermittelten Messwerten
eine Wachstumskurve (siehe Anhang 3). Detektiert das System Keimwachstum
meldet es die Flasche als positiv. Aus einer positiv-gemeldeten Probe wurde im
weiteren Verlauf ein Gram-Préaparat erstellt und unter dem Mikroskop beurteilt.
Anschliel3end erfolgte die Aussaat von jeweils ca. 0,5 ml aseptisch ent-
nommenen Kulturmaterials (Subkultur) auf hochsupplementierten Kochblutagar.
Parallel wurde ein Agardiffusionstest direkt aus einer Blutkulturflasche auf
Muller Hinton Agar durchgefuhrt. Die Agarplatten wurden anschlieBend im
Brutschrank inkubiert. Weiterhin wurde (soweit zeitlich verfigbar) eine FISH-
Identifizierung nach Kempf et al. durchgefiihrt (117). Welche Sonden dabei
verwendet wurden und auf welche Antibiotika im vorlaufigen Antibiogramm

getestet wurde, richtete sich nach dem mikroskopischen Befund.

Am nachsten Tag wurden die Agarplatten auf Wachstum Uberprift. Langsam
wachsende Keime wurden weiter kultiviert, schnell wachsende direkt beurteilt.
Fur die verwendeten Antibiotika wurden die Hemmhofe im Agardiffusionstest
ausgemessen und entsprechend den CLSI-Richtwerten Empfindlichkeits-
beurteilungen (sensibel, intermediar, resistent) zugeordnet (164). Ergebnisse
des vorlaufigen Antibiogramms und einer durchgefihrten FISH-Identifizierung
wurden schnellstmdglich an die Klinik weitergeleitet. Keime der Subkultur
wurden den entsprechenden standardisierten Verfahren zur Identifizierung und

Testung auf Antibiotikaresistenzen zugefihrt.
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Die Standarddiagnostik gramnegativer Stdbchen verlief in folgender Weise:
Anhand der Kulturmorphologie des bewachsenen hochsupplementierten
Kochblutagars und bei schwer beurteilbaren Subkulturen zusatzlich mit Hilfe
eines Oxidase-Tests, erfolgte zunachst durch erfahrene Mikrobiologen eine
Zuordnung des Keimes zur Gruppe der Enterobacteriaceae bzw. Non-

Fermenter.

Fir Enterobacteriaceae und charakteristisch wachsende Pseudomonas
aeruginosa - Stdamme wurde zur ldentifizierung und endgiltigen Resistenz-
beurteilung eine den Hersteller-Angaben entsprechende Inokulation im Vitek 2 -
System (Standard-Vitek) durchgefiihrt. Spezielle Geratekarten (ID-GNB fir
gramnegative Bakterien) enthalten Kammern mit verschiedenen biochemischen
Reagenzien. Eine positive Reaktion des Keimes mit diesen wird mit Hilfe eines
Fluoreszenzindikators detektiert. Grundlage der Identifizierung bilden spezi-
fische Reaktionsmuster verschiedener Keime. Das aus einer Probe erhaltene
biochemische Muster wird vom System mit einer Datenbank verglichen. Ein so
genannter T-Index — Koeffizient gibt die Ubereinstimmung und damit die
Genauigkeit der Identifizierung wider. Parallel wurden Keime mit Hilfe von AST-
NO21-Karten im Gerat auf das Vorliegen von Resistenzen gegen Antibiotika
getestet. Das Prinzip der Resistenzbestimmung beruht auf einer
automatisierten Bestimmung der minimalen Hemmkonzentration (MHK). Mit
Hilfe einer geometrischen Verdinnungsreine wird ermittelt, bei welcher
Konzentration eines Antibiotikums kein Keimwachstum mehr auftritt. Die MHK-
Bestimmung erfolgt im Vitek-Gerat in einer AST-Karte mit 64 Kammern Uber
eine Mikrodilutionsmethode. Verkirzte Inkubationszeiten des automatisierten
Verfahrens gewahrleisten schnellere Ergebnisse als herkdmmliche Endpunkt-
bestimmungen. Den MHK-Werten werden vom System Empfindlichkeits-
beurteilungen (sensibel, intermediar, resistent) zugeordnet. Identifizierung und
Antibiogramm werden dariber hinaus durch ein so genanntes ,Advanced
Expert System* (AES) mit gespeicherten, haufig auftretenden Resistenzmustern
verglichen und bei Abweichungen Korrekturen vorgeschlagen. Die Effektivitat

dieses Systems wurde mehrfach nachgewiesen (17,141). Ergebnisse des Vitek
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2 — Gerates konnen speziellen Ausdrucken im Uberblick entnommen werden
(siehe Anhang 5 und 6). Traten bei der Diagnostik Fehlermeldungen auf oder
konnte der Keim durch das Vitek - System nicht identifiziert werden, wurde eine
Identifizierung routinemalf3ig mit Hilfe eines standardisierten Agardiffusionstests
und eines ApiE- (fur Enterobacteriaceae) / ApiNE- (fir Non-Fermenter) Testes
durchgefuhrt.

Fur Non-Fermenter (aulBer Pseudomonas aeruginosa) erstellte man das
Antibiogramm direkt per Agardiffusionstest, die Identifizierung per ApiNE.
Versehentlich im Vitek-Gerat inokulierte und nicht identifizierbare Non-
Fermenter wurden anhand der als negativ bewerteten dGlu-Kammer (d.h. keine
fermentative Glukose-Verwertung) im Vitek-Ausdruck erkannt und dem

entsprechenden Verfahren zugefihrt.

2.2.1.1.2 Studienverfahren

Das Studienverfahren wurde parallel zum Routineverfahren durchgefiihrt, wenn
Gram-Praparate aus positiv-gemeldeten aeroben Blutkulturflaschen Mono-

kulturen gramnegativer Stabchen zeigten.

Mit Hilfe einer Einwegspritze wurden ca. 8,5 ml Blutkultur-Material aseptisch
aus der entsprechenden Blutkulturflasche entnommen und in spezielle
Zentrifugationsrohrchen mit Trenngel (BD-Vacutainer) Uubertragen. Diese
wurden anschlieBend fir 10 Minuten bei 2000 rpm zentrifugiert. Ein im
Vacutainer enthaltenes Gel trennt Bakterien von anderen Blutbestandteilen der
Probe ab. Nach dem Zentrifugieren konnte der Uberstand abgekippt und das
sich auf dem Gel befindliche Keim-Pellet mit ca. 0,5 ml Vitek-Losung
resuspendiert werden. Durch Einstellen einer Tribung von 0,6 nach McFarland
(0,55-0,65) wurden fur eine anschlieRende Inokulation im Vitek-Gerat ,Quasi-
Standardbedingungen” geschaffen.
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2.2.1.2 Urinproben-Diagnostik

22121 Routineverfahren

Das im Folgenden beschriebene Routineverfahren des Instituts flr
Medizinische Mikrobiologie und Hygiene der Universitatsklinik Tubingen wurde
in Anlehnung an MiQ- und CLSI-Richtlinien (79,164) entwickelt. Einen Uberblick
Uber das Verfahren zeigt Abbildung 4 auf Seite 36.

Im mikrobiologischen Institut eintreffende Urinproben wurden umgehend
weiterverarbeitet. Mit Hilfe des Miditron R - Gerétes erfolgte zunachst die
automatisierte Auswertung eines in die Probe getauchten Combur-Stix -
Streifens. Ein Ausdruck des Analyse-Ergebnisses gibt entsprechende Hinweise
auf pH-Wert und den Nachweis von Leukozyten und/ oder Nitrit. Aus der Probe
wurden zwei Kulturen (Blut- und CLED-Agar) angelegt. Eine Sporenplatte (pH
7,2) diente dem Nachweis von Hemmstoffen. Dadurch konnte eine eventuelle
Vorbehandlung des Patienten mit Antibiotika erkannt und bei der
Endbeurteilung bertcksichtigt werden. Kulturen auf Blut- und CLED-Agar
wurden unter aeroben Bedingungen bei 37C im Brutsc hrank inkubiert. In
besonderen Fallen (z.B. Blasenpunktions- oder Katheterurin) wurden zusatzlich

Bouillons und/ oder spezielle Agarkulturen angesetzt.

Konnten Keime angezlchtet werden, erfolgte anhand der Kulturmorphologie
und der Art der Agarbewachsung eine einschéatzende Identifizierung durch
einen erfahrenen Mikrobiologen. Bei Unsicherheiten wurde zusétzlich ein Gram-
Praparat angefertigt oder ein einfacher biochemischer Test (z.B. Oxidasetest)
durchgefiihrt. Die Kultur wurde des Weiteren auf das Vorliegen einer
Monokultur oder relevanter Kontaminationen beurteilt. Keimzahlen fur
angezlichtete Organismen wurden durch Vergleich mit standardisierten
Abbildungen ermittelt.
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Zur weiteren Diagnostik kultivierter Mikroorganismen kamen standardisierte
Verfahren zur Anwendung. Im Falle gramnegativer Stdbchen erfolgte die
Identifizierung und Testung auf das Vorliegen von Resistenzen gegen
Antibiotika mit Hilfe einer standardisierten Vitek-Inokulation bzw. ApiNE / ApiE
und Agardiffusionstest (siehe Blutkulturdiagnostik).

Zur Abgrenzung eines Harnwegsinfektes von einer bedeutungslosen
Kontamination einer Urinprobe mit Bakterien der physiologischen Flora wurden
neben dem Nachweis einer Bakteriurie weitere mikrobiologische Parameter
beurteilt. Dazu zé&hlten:

> Keimzahl (Einteilung in drei Kategorien: >10° Keime/ml [,signifikante

Bakteriurie], 10* - 10° Keime/ml, <10* Keime/ml)
» Anzahl und Pathogenitat verschiedenartiger Keime
» Nachweis zusatzlicher Infektionszeichen (Leukozytentest)

Da sich Keime bei hohen Temperaturen relativ schnell vermehren, war eine
kihle Lagerung und ein moglichst schneller Transport einer Probe ins
Mikrobiologische Institut Vorraussetzung fir eine adaquate Beurteilung. Fur das
Vorliegen einer Harnwegsinfektion sprechen hohe Keimzahlen (>10° Keime/ml),
das Vorliegen einer Monoinfektion durch einen typischen HWI-Erreger und ein
positiver Leukozytennachweis. Bei der Beurteilung der Urinproben wurden

dariber hinaus folgende Punkte berticksichtigt:

» Da die Blase beim Gesunden steril ist, gelten bei einer Probengewinnung
aus Katheter- oder Blasenpunktionsurin bereits niedrigere Keimzahlen
als HWI-verdéachtig. Fur Patienten mit Antibiotika-Vorbehandlung (Labor-
Nachweis erfolgt mit Hilfe von Sporenplatten) und Kinder muss &hnliches

berticksichtigt werden.

» Teststreifen zum Nachweis von Leukozyten oder Nitrit zeigten sich in
diversen Studien mit Sensitivitaten von 45% - 86% und Spezifitdten von
17 - 98% als nur bedingt zuverlassige HWI-Marker (53).
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Zur Interpretation der verschiedenen Parameter wurden Tabellen der MiQ-
Richtlinien herangezogen (79).

22122 Studienverfahren zur Genauigkeit des Uro-Quick - Systems

Screening — Geréte existieren nicht nur fir Blutkulturen (Bactec 9240), sondern
auch fur Urinproben. Eines davon ist das halbautomatisierte Uro-Quick —
System. Das Prinzip der Keimdetektion basiert auf einer so genannten ,Light
Scattering” (Streulicht) — Technik. Urinproben werden in spezielle Rdéhrchen
injiziert. Diese enthalten ein Reagenz, das mit Stoffwechselprodukten von
Mikroorganismen reagiert. Das Produkt streut einen auf das ROhrchen
fokusierten Laserstrahl. Sensoren des Gerates detektieren die der
Keimkonzentration entsprechende Menge an Streulicht. Ein Computersystem
erstellt aus den Messwerten eine Wachstumskurve (siehe Anhang 4). Ab einer
bestimmten Keimzahl erfolgt eine Positivmeldung durch das Gerat. Kann nach
einer bestimmten Zeit (z.B. drei Stunden) kein ausreichendes Wachstum
ermittelt werden, wird die Probe im entsprechenden Modus als negativ (also frei

von vermehrungsfahigen Keimen) bewertet.

Urinproben der Universitatsklinik wurden im Studienverfahren nach dem
Eintreffen entsprechend den Hersteller-Angaben direkt in Uro-Quick-Ro6hrchen

injiziert und im Geréat inkubiert.

2.21.2.3 Studienverfahren zur Antibiogrammerstellung aus Urinproben

Zu testende Urinproben wurden zunachst standardisiert im Uro-Quick — Gerat
inkubiert. Eine Weiterverarbeitung positiv-gemeldeter Proben erfolgte nur, wenn
ein Gram-Praparat gramnegative Stabchen zeigte. Aseptisch entnommenes
Urinproben-Material wurde in spezielle Zentrifugationsréhrchen mit Trenngel
(BD-Vacutainer) Ubertragen und bei 2000 rpm fir 10 Minuten zentrifugiert. Nach
dem Wegkippen des Uberstands folgte eine Resuspension des Keim-Pellet mit
ca. 0,5 ml Vitek-L6ésung. Durch Einstellen einer Tribung von 0,6 nach
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McFarland (0,55-0,65) wurde fur einen anschlieend durchgefihrten
Agardiffusionstest auf Muller Hinton Agar entsprechend den CLSI-Richtlinien
»Quasi-Standardbedingungen” erreicht. Es folgte eine aerobe Inkubation im
Brutschrank. Fiur die verwendeten Antibiotika wurden am darauf folgenden Tag
die Hemmhofe im Agardiffusionstest ausgemessen und entsprechend den
CLSI-Richtwerten  Empfindlichkeitsbeurteilungen  (sensibel, intermediar,

resistent) zugeordnet.

2.2.2 Studienaufbau

Die vorliegende Arbeit lasst sich grundsatzlich in zwei gro3e Teile gliedern:
Blukulturen und Sepsis auf der einen, Urinproben und Harnweginfektion auf der
anderen Seits. Diese umfassen jeweils sowohl mikrobiologisch-diagnostische

als auch Klinisch-therapeutische Anteile.

2.2.2.1 Blutkulturen und Sepsis

22211 Mikrobiologisch-diagnostischer Teil

In die Studie aufgenommen wurden samtliche aerobe Blutkulturen, die vom
10.10.2003 — 15.07.2004 und 20.07.2005 — 22.08.2005 (nur werktags) im
Mikrobiologischen Institut in Tubingen eingegangen sind. Die Proben
entstammten den verschiedenen Fachabteilungen der Universitatsklinik

Tldbingen und der Berufsgenossenschatftlichen Unfallklinik (BGU).

Es wurden nur diejenigen positiv-gemeldeten Blutkulturen verwendet, die eine
Monokultur eines aeroben gramnegativen Stabchens beinhalteten. Pro Patient
wurde nur eine der eingelieferten Blutkulturen aufgenommen. Jede Probe
durchlief parallel sowohl Routine-, als auch Studienverfahren (Abbildung 3,
Seite 30). Methoden des Direktverfahrens sind in 2.2.1.1.2 beschrieben. Als

Goldstandard galten die unter Routinebedingungen ermittelten Ergebnisse.
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Um fur die Studie einheitliche Bedingungen zu schaffen erfolgte (entgegen der
ublichen Routinediagnostik) fur alle Keime die Empfindlichkeitsbeurteilung
durch eine standardisierte Inokulation im Vitek 2 - Gerat. War keine Identifi-
zierung durch das Gerat mdoglich, wurde das gramnegative Stabchen mittels
ApiE / ApIiNE identifiziert.

Die Ergebnisse des Studienverfahrens wurden mit denen der Routinediagnostik
verglichen. Fehlinterpretationen im Bezug auf Identifizierung und Vorliegen von
Resistenzen gegen Antibiotika wurden ausfindig gemacht und ihrer Schwere
nach kategorisiert (s.u.). Daraus lie3en sich spezielle Sensitivitaten fur das
Direktverfahren ermitteln. Ergebnisse des vorlaufigen Routine-Antibiogramms
(Agardiffusionstest) wurden ebenso auf Fehler Uberpruft. Abweichungen in
Antibiogrammen der Schnellverfahren (Studienverfahren, Agardiffusionstest)
gegeniber Referenz-Antibiogrammen wurden in folgende in der Mikrobiologie
Ubliche Kategorien eingeteilt: Als ,very major“-Fehler (VMF) wurde 1980 durch
Thornsberry et al. erstmals eine fir das entsprechende Antibiotikum falsch-
sensible Bewertung fir einen laut Referenz resistenten Keim bezeichnet. Ein
.major“-Fehler (MF) liegt bei umgekehrtem Fall vor (resistent statt sensibel). Als
.minor“-Fehler (mF) werden einstufige Abweichungen (sensibel statt
intermediar, resistent statt intermediar oder jeweils die entgegengesetzte
Richtung) definiert (214).

Ein Vergleich beider Schnellverfahren (Studienverfahren, vorlaufiges Antibio-
gramm) sollte abschatzen, welche Methode bessere Ergebnisse liefert und
dartber hinaus eine mdogliche Eignung des Studien- als Routineverfahren

beurteilen.
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Entsprechende
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Abbildung 3:

Grundsatzlicher Aufbau der Studie fur Blutkulturen. (Anmerkungen: ID =
Identifizierung; dGlu+/- = fermentative Glukoseverwertung in der Vitek-
Identifizierungskarte; (Agardiffusionstest) = um einheitliche Bedingungen zu
schaffen, wurden alle Keime im Vitek- Gerat auf das Vorliegen von Resistenzen
gegen Antibiotika getestet).
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In Form von Evaluationsbdgen (siehe Anhang 2) wurden am Ende der

Verfahren folgende Parameter dokumentiert:

>

>

Labornummer der entsprechenden Probe
Zeitdauer bis zur Positivmeldung der Blutkultur-Flasche

Zeitgewinn durch den Direkttest (Studienverfahren) gegentber dem
Routine-Endbefund

Zeitdauer bis zur Erstellung des Antibiogramms durch das

Studienverfahren

Keimidentifizierung durch Studien- (Direkt-ldentifizierung) und Referenz-
verfahren und ggf. eine zusatzlich durchgefuhrte ,Fluoreszenz-in-situ-

Hybridisierung” (FISH) - Identifizierung

Empfindlichkeitsbeurteilungen (sensibel, intermediar, resistent) des
Keims fir einzelne Antibiotika (Gentamicin [GM], Tobramycin [TM],
Ampicillin - [AM], Ampicillin/Sulbactam [SAM], Piperacillin [PIP],
Piperacilin/Tazobactam [TZP], Cefuroxim [CXM], Cefotaxim [CTX],
Cotrimoxazol [SXT], Levofloxacin [LVX], Ciprofloxacin [CIP],
Meropenem [MEM], Ceftazidim [CAZ], Cefepim [FEP] ) durch
Studienverfahren, Agardiffusionstest und Referenzverfahren

Abweichungen der Empfindlichkeitsbeurteilungen durch Studien-

verfahren bzw. Agardiffusionstest von Referenzbeurteilungen

Identifizierungen im AES des Vitek 2, die eine Anwender-Bestatigung

erforderten oder nur einen geringen Diskriminierungswert aufwiesen, wurden

bei Ubereinstimmung mit Referenzbefunden des Routineverfahrens als korrekt

gewertet (z.B. erfordert eine ,Salmonella“-Identifizierung immer eine manuelle

Bestatigung).
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2.2.2.1.2 Klinisch-therapeutischer Teil

Nachdem der mikrobiologisch-diagnostische Teil abgeschlossen war, wurden
samtliche Patienten, deren Blutkulturen im Studienverfahren getestet wurden,

ermittelt und deren Akten nach folgenden Kriterien ausgewertet:

» antibiotische Therapie vor mikrobiologischer Diagnostik: Dokumentiert
wurde die direkt vor Positivmeldung der entsprechenden Blutkultur

bestehende antibiotische Therapie

» antibiotische Therapie nach mikrobiologischer Diagnostik: Dokumentiert
wurde die einen Tag nach Vorliegen des Endbefundes bestehende

antibiotische Therapie

» Art / Grund einer antibiotischen Therapieumstellung: Eine Umstellung
der antibiotische Therapie wurde dokumentiert, wenn diese im Zeitraum
der mikrobiologischen Diagnostik (antibiotische Therapie vor bis nach
mikrobiologischer Diagnostik, siehe oben) erfolgte. Es wurde erfasst, ob
eine Umstelllung mit der Ubermittlung mikrobiologischer Befunde
(Identifizierungen, Antibiogramme) zeitlich korrelierte. Anhand der
Befunde wurde ein (mikrobiologisch sinnvoller) Grund oder Zweck einer
solchen Therapieumstellung ermittelt. Aufgrund folgender Kriterien
konnte eine Umstellung erfolgen: Resistenzen im Antibiogramm,

Spektrumverminderung oder —erweiterung.

Befunde der mikrobiologischen Blutkulturdiagnostik werden in der Regel
dreistufig an die Klinik Ubermittelt: zunéchst die Keimidentifizierung im Gram-
Praparat einer positiv-gemeldeten Blutkultur, anschlieend das vorlaufige
Antibiogramm und der Endbefund. Entsprechend waren im untersuchten
Zeitraum mehrfache Umstellungen pro Patient mdglich. Zusammenhénge
zwischen mikrobiologischer Diagnostik und Umstellung der antibiotischen
Therapie wurden wie oben beschrieben erfasst. Es wurden alle verwendeten
Substanzen dokumentiert. Da im Vitek — Gerat nicht samtliche Antibiotika

getestet werden bzw. nicht getestet werden kodnnen, wurden die im

32



2 Material und Methoden

Studienverfahren getesteten Wirkstoffe oder gleichwertige Substanzen
(Aquivalente) beruicksichtigt:

Im Studienverfahren getestete Wirk- | Als gleichwertig eingestufte Wirkstoffe
stoffe

Ampicillin / Sulbactam Amoxicillin / Clavulansaure
Piperacillin / Tazobactam Piperacillin / Combactam

Cefuroxim Cefotiam

Cefotaxim Ceftriaxon

2.2.2.2 Urinproben und Harnwegsinfektion

22221 Uberprifung der Genauigkeit des Uro-Quick 60 - Systems

In die Studie aufgenommen wurden samtliche Urinproben (Mittelstrahl-,
Katheter-, Blasenpunktionsurin), die im Zeitraum zwischen dem 22.04.2005 und
dem 15.06.2005 (nur werktags) im Institut fur Medizinische Mikrobiologie und
Hygiene in Tubingen eingegangen sind. Die Proben entstammten den
verschiedenen Fachabteilungen der Universitatsklinik Tudbingen und der
Berufsgenossenschaftlichen Unfallklinik (BGU).

Urinproben wurden parallel zu den laboretablierten Diagnoseverfahren
(Routineverfahren, s.o0.) entsprechend den Hersteller-Angaben im Uro-Quick
inkubiert. Die Genauigkeit des halbautomatisierten Systems Keime im Urin zu
detektieren, wurde nach Vergleich mit den Routineergebnissen in einer Vier-
feldertafel festgehalten. Entscheidend waren Positiv- oder Negativmeldungen.
Daraus liel3en sich Sensitivitat, Spezifitat und pradiktive Werte fur das Gerat
ermitteln. In einem zweiten Schritt wurden diese Parameter unter Einbezug des

Leukozytentests als Screening abermals berechnet.
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Die Ergebnisse der parallel zur Routinediagnostik im Uro-Quick-Geréat

inkubierten Proben wurden in folgenden Kategorien dokumentiert:

>

Anzahl korrekter Positivmeldungen (korrekt = in vom Gerat positiv-
gemeldeten Proben waren auch im Routineverfahren HWI-Erreger

nachweisbar)

Anzahl falscher Positivmeldungen (falsch = in vom Gerat positiv-
gemeldeten Proben waren im Routineverfahren keine Keime

nachweisbar)

Anzahl kontaminierter Positivmeldungen (kontaminiert = in vom Geréat
positiv-gemeldeten Proben waren den MiQ-Verfahrensrichtlinien (79)
entsprechende Kontaminaten [z.B. koryneforme Bakterien,

Laktobazillen, vergrinende Streptokokken, Mischkulturen] nachweisbar)

Anzahl korrekter Negativmeldungen (korrekt = in vom Gerat negativ-
gemeldeten Proben waren auch im Routineverfahren keine HWI-Erreger

nachweisbar)

Anzahl falscher Negativmeldungen (falsch = in vom Gerat negativ-
gemeldeten Proben waren im Routineverfanren HWI-Erreger
nachweisbar)

Anzahl kontaminierter Negativmeldungen (kontaminiert = in vom Gerét
negativ-gemeldeten Proben waren den MiQ-Verfahrensrichtlinien (79)
entsprechende Kontaminaten [z.B. koryneforme Bakterien,

Laktobazillen, vergrinende Streptokokken, Mischkulturen] nachweisbar)

22222 Schnellverfahren zur Antibiogrammerstellung aus Urinproben

2.2.2.2.2.1 Mikrobiologisch-diagnostischer Tell

In die Studie aufgenommen wurden im Zeitraum vom 20.07.05 — 25.07.05 im

Institut fur Medizinische Mikrobiologie und Hygiene in Tubingen eingegangene

und

im Uro-Quick positiv-gemeldete Urinproben (Mittelstrahl-, Katheter-,
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Blasenpunktionsurin) mit mikroskopisch nachgewiesenen gramnegativen
Stabchen.

Abbildung 4 gibt einen Uberblick Uber parallel durchgefiihrte Referenz-
(Routinediagnostik) und Studienverfahren. Ergebnisse des Studienverfahrens
wurden mit denen der laboretablierten Methoden verglichen. Da Urinproben in
den meisten Fallen geringe Verunreinigungen aufweisen, wurden beim Ablesen
der Hemmhofe im Agardiffusionstest geringe Kontaminationen ignoriert, wenn
auch im Referenzverfahren ein dominierender Keim identifiziert wurde. Fehler
bei der Resistenzbeurteilung durch das Studienverfahren wurden analog den
Blutkulturverfahren kategorisiert. Daraus ermittelte spezielle Sensitivitaten

sollten eine Abschatzung der Genauigkeit des Schnellverfahrens liefern.

Eine Dokumentation folgender Kriterien erfolgte anhand leicht abgeanderter

Blutkultur-Evaluationsbdgen:
» Labornummer der entsprechenden Probe
» Art der Uringewinnung (Mittelstrahl-, Katheter-, Blasenpunktionsurin)
» Zeitdauer bis zur Positivmeldung durch das Uro-Quick — Geréat

» Empfindlichkeitsbeurteilungen (sensibel, intermediar, resistent) des
Keims flr einzelne Antibiotika (Gentamicin [GM], Tobramycin [TM],
Ampicillin - [AM], Ampicillin/Sulbactam [SAM], Piperacillin [PIP],
Piperacilin/Tazobactam [TZP], Cefuroxim [CXM], Cefotaxim [CTX],
Cotrimoxazol [SXT], Levofloxacin [LVX], Ciprofloxacin [CIP],
Meropenem [MEM]) durch Agardiffusionstest (standardisiert) und

Referenzverfahren

» Abweichungen der Empfindlichkeitsbeurteilungen des Studienverfahrens

von Referenzbeurteilungen

» zusatzliche Bakteriurie-Parameter (Uber Referenzmethode): Keimzahl

der Probe, positiver Leukozytentest
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Methodenschema fiir Urinproben
Urinprobe (Klinik)
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‘ Gramnegati\;e Stabchen ‘
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Agardiffusionstest
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(Agardiffusionstest) dGlu + Gl - (Agardiffusionstest)

Endbefund - Identifizierung und Antibiogramm

‘ Vorlaufiges Antibiogramm

Abbildung 4:  Grundséatzlicher Aufbau der Studie fur Urinproben. (Anmerkungen: ID =
Identifizierung; dGlu+/- = fermentative Glukoseverwertung in der Vitek-
Identifizierungskarte; (Agardiffusionstest) = um einheitliche Bedingungen zu
schaffen, wurden alle Keime im Vitek- Gerat auf das Vorliegen von Resistenzen
gegen Antibiotika getestet).
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2.2.2.2.2.2Klinisch-therapeutischer Tell

Fur Urinproben wurden analog den Blutkulturen Patienten ermittelt und deren

Akten ausgewertet (siehe 2.2.2.1.2).

2.2.3 Statistische Analyse

Arithmetische Mittelwerte und Mediane wurden mit Hilfe von Excel® (Microsoft)
errechnet. Ergebnisse zur Erfassung der Genauigkeit von Schnellantibio-
grammen fur Blutkulturen und Urinproben wurden in Vierfeldertafeln
festgehalten. Daraus lieBen sich fir die verwendeten Einzelantibiotika in
folgender Weise spezielle Sensitivitaten berechnen:

Anzahl korrekt-sensibler Beurteilungen x 100%
SENSIIVItAL = =--mnmmmmmm e e e
Anzahl korrekt-sensibler Beurteilungen + MF

Anzahl korrekt-resistenter Beurteilungen x 100%
SENSILIVILALR = =-=mmmmmmmmm e m e oo
Anzahl korrekt-resistenter Beurteilungen + VMF

Eine korrekte Beurteilung durch das entsprechende Schnellverfahren lag bei
Ubereinstimmung mit dem Referenzverfahren (Endbefund des
Routineverfahrens) vor. Die Kategorisierung in Fehlerklassen wurde im
Abschnitt 2.2.2.1.1 beschrieben. Die speziellen Sensitivitditen beschreiben die
Genauigkeit des Studienverfahrens sensible (Sensitivitdts) und resistente
Keime (Sensitivitatg) im Bereich von VMF und MF korrekt zu detektieren.
Deshalb wurden intermediare Ubereinstimmungen und mF nicht in der
Vierfeldertafel beriicksichtigt. Zu den berechneten Sensitivitaten fur Fallzahlen
unter 100 wurden zusatzlich exakte Vertrauensgrenzen (95%; 100(1-20q)-
Grenzen) angegeben. Diese wurden der Literatur entnommen (82). Fur
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Fallzahlen Uber 100 wurden 95% - Konfidenzintervalle mit Hilfe folgender

Formel ndhrungsweise berechnet:

X + O,5+Czi‘c‘ E{/(X +05)f1- X £0° +C
2 N 4

PL,R: 2
N+cC

Durch Addition bzw. Subtraktion wurden linke (P.) und rechte (Pr) Grenzen des
Konfidenzintervalls berechnet (Abkirzungen: ¢ = 1,96 fur 95%-Konfidenz-

intervalle, N = Gesamtfallzahl, X = beobachtete positive Treffer).

Zur Beurteilung der Genauigkeit des Uro-Quick 60 — Systems wurden dartber

hinaus aus Vierfeldertafeln folgende Parameter berechnet:

Anzahl korrekt — positiv-gemeldeter Kulturen x 100%

SensitiVitltyg = ==-=-======m=mme s e oo eee
Anzahl aller Referenz-positiver Kulturen
Anzahl korrekt — negativ-gemeldeter Kulturen x 100%
SpezifitatUQ e
Anzahl aller Referenz-negativer Kulturen

Anzahl korrekt — positiv-gemeldeter Kulturen x 100%

PPWUQ e
Anzahl aller positiv-gemeldeter Kulturen

Anzahl korrekt — negativ-gemeldeter Kulturen x 100%

NPWUQ e e e e e e

Anzahl aller negativ-gemeldeter Kulturen
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Eine korrekte Positivmeldung lag vor, wenn im Referenzverfahren in der ent-
sprechenden Probe HWI-Erreger nachweisbar waren. Bei korrekten Negativ-
meldungen waren auch im Referenzverfahren keine Keime nachweisbar. PPW
und NPW wurden als Abkilrzungen fur positive bzw. negative pradiktive Werte

verwendet.

Unter Einbezug des Leukozytennachweises als Screening erfolgte eine erneute
Berechnung der genannten Parameter. Als durch das Studienverfahren positiv-
gemeldet galten dann alle Kulturen, bei denen entweder der Leukozytentest
oder eine Uro-Quick — Inkubation positive Ergebnisse lieferte. Als durch das
Schnellverfahren negativ-gemeldet wurden Kulturen bewertet, bei denen der

Leukozytentest und eine Uro-Quick — Inkubation negativ ausfielen.
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3 Ergebnisse

3 Ergebnisse

3.1 Blutkulturen und Sepsis

3.1.1 Mikrobiologisch-diagnostischer Teil

Die Datenerhebung erfolgt in verschiedenen Zeitintervallen: 65 Blukulturen
wurden vom 25.8.03 bis zum 15.7.04, weitere 16 im Zeitraum vom 20.7.05 bis
zum 22.8.05 getestet. Aufgrund von Dokumentationsliicken konnten von den
insgesamt 81 den Kiriterien entsprechenden positiv-gemeldeten Blutkultur -
Flaschen nur 75 Proben des Studienverfahrens zur Auswertung verwendet
werden. Die Ergebnisse von 43 Antibiogrammen des Agardiffusionstests

(vorlaufiges Antibiogramm) wurden erfasst.

3.1.1.1 Erregerspektrum

Das Erregerspektrum der 75 aufgenommenen Blutkulturen zeigt Abbildung 5.
Insgesamt wurden neun verschiedenartige gramnegative Organismen
identifiziert. 88% der Keime konnten der Gruppe der Enterobacteriaceae
zugeordnet werden, 12% der Gruppe der Non - Fermenter. Escherichia coli war

mit 59% haufigster Keim, gefolgt von Pseudomonas aeruginosa mit 11%.

3.1.1.2 Identifizierungen

Tabelle 2 gibt einen Uberblick tiber aufgetretene Fehler bei der Identifizierung
(ID) und Resistenztestung der Keime durch das Studienverfahren. 62 (83%)
gramnegative Stdbchen wurden vom Gerat korrekt identifiziert, 12 (16%)
konnten nicht identifiziert werden. Es trat eine Fehlidentifizierung auf: Eine
Klebsiella oxytoca wurde im Studienverfahren als Enterobacter aerogenes
erkannt. Enterobacteriaceae konnten in 86% der Falle korrekt identifiziert
werden, wahrend die Quote fir Non — Fermenter bei nur 56% lag. Die
geringsten Identifzierungsraten konnten fir Pseudomonas aeruginosa und

Serratia marcescens festgestellt werden (jeweils 50%).
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Erregerspektrum der getesteten Blukulturen
5%
9% 4%
3% ,
04
12% 11% 1%
59%
@ Escherichia coli m Enterobacter cloacae O Klebsiella pneumoniae
O Klebsiella oxytoca | Salmonella spp. @ Serratia marcescens
m Citrobacter freundii O Pseudomonas aeruginosa m Acinetobacter baumanii

Abbildung 5:  Erregerspektrum der 75 getesteten Blutkulturen. Der kleine Kreis stellt den
Anteil der Non-Fermenter dar.

Ergebnisse des Studienverfahrens fiir Blutkulturen im Uberblick

Keim Anzahl | korrekte ID | falsche ID | keine ID | VMF|MF| mF
Enterobacteriaceae 66 57 1 8 1 2 15
Escherichia coli 44 39 0 5 0 1 12
Enterobacter cloacae 7 7 0 0 0 0 0
Klebsiella pneumoniae 5 3 1 1 0 0 1
Klebsiella oxytoca 4 3 0 1 1 0 0
Salmonella spp. 3 3 0 0 0 0 0
Serratia marcescens 2 1 0 1 0 1 2
Citrobacter freundii 1 1 0 0 0 0 0
Non-Fermenter 9 5 0 4 0 0 5
Pseudomonas aeruginosa 8 4 0 4 0 0 4
Acinetobacter baumanii 1 1 0 0 0 0 1

Tabelle 2: Den detektierten Keimen wurden Fehler bei der Identifizierung und

Resistenztestung im Studienverfahren zugeordnet. (Anmerkungen: ID
Identifizierung durch das Studienverfahren; VMF = very major* Fehler; MF
.-major Fehler'; mF = ,minor" Fehler).
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3.1.1.3 Resistenzen gegen Antibiotika

In Antibiogrammen des Studienverfahrens traten insgesamt an Fehlern auf: 1
VMF (0,1%), 2 MF (0,2%), 20 mF (1,9%). Eine Zuordnung dieser Fehler zu den
getesteten Antibiotika und die daraus berechneten speziellen Sensitivitdten sind
in Tabelle 3 zusammengestellt. Mit einer Gesamtsensitivitats von 99,7% konnte
das Verfahren sensible Keime, mit einer Gesamtsensitivitdtr von 99,5%
resistente Keime im Bereich von VMF bzw. MF detektieren. Fir Cotrimoxazol,
Levofloxacin, Ciprofloxacin und Meropenem traten keine falschen Empfindlich-
keitsbeurteilungen im Studienverfahren auf. Gentamicin, Tobramycin,
Cefuroxim, Cefotaxim, Ceftazidim und Cefepim wiesen jeweils einen mF auf.
Sensitivitaten unter 100% konnten fur Ampicillin/Sulbactam (Sensitivitats=
97,3%, Sensitivitdtr = 96,6%) und Piperacillin/Tazobactam (Sensitivitats =
98,5%) festgestellt werden. Ampicillin und Piperacillin wiesen mit jeweils 6,7%
die héchste Rate an mF auf. Insgesamt traten 100% aller VMF und MF und
65% aller mF des Studienverfahrens fir Peniziline ohne oder mit
Betalaktamase-Inhibitoren (BLI) auf.

Fur die 43 erfassten vorlaufigen Antibiogramme (Agardiffusionstest) des
Routineverfahrens traten insgesamt an Fehlern auf: 0 VMF, 7 MF (1,2%), 43
mF (7,7%). Eine Zuordnung dieser Fehler zu den getesteten Antibiotika und die
daraus berechneten speziellen Sensitivitdten sind in  Tabelle 4
zusammengestellt. Tabelle 5 zeigt das Erreger- und Fehlerspektrum. Die
Gesamtsensitivitats des Agardiffusionstests lag bei 98,3%, die Gesamt-
sensitivitatg bei 100%. Fur Gentamicin, Levofloxacin, Ciprofloxacin, Meropenem
und Cefepim traten keine falschen Empfindlichkeitsbeurteilungen in vorlaufigen
Antibiogrammen auf. Sensitivitaten unter 100% konnten fir Ampicillin/
Sulbactam (Sensitivitats= 88,9%), Piperacillin (Sensitivitats = 88%),
Piperacillin/Tazobactam (Sensitivitats = 97,3%) und Cotrimoxazol (Sensitivitats
= 95,5%) festgestellt werden. Cefuroxim wies mit 22,5% die hochste Rate an
mF auf. 86% aller MF und 58% aller mF des Agardiffusionstests traten fur

Penizilline ohne oder mit BLI auf.
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Tabelle 3:

Ergebnisse und Fehler des Studienverfahrens fiir einzelne Antibiotika
Antibiotikum Anzahl Vierfeldertafel Sensitivitaten (%) Kl (95%) mF
I Ssv I Rsv
Gentamicin 75 Srv] 64 0_| | sensitivitats: 100| 94,40-100 | 2 (2,7%)
GM Rrv 8 | Sensitivitatr:  100] 63,06-100
Ssv Rsv
Tobramycin 75 Srv] 63 0 Sensitivitats:  100] 94,31-100 | 1 (1,3%)
™ Rrvl O 6 Sensitivitatr:  100] 54,07-100
Ssv | Rsv
Ampicillin 75 Srv] 19 0 Sensitivitats:  100] 82,35-100 | 5 (6,7%)
AM Rrvl 0 46 Sensitivitatr:  100] 92,29-100
Ssv Rsv
Amp/Sulb 75 Srv] 36 1 Sensitivitats: 97,3| 85,84-99,93 | 3 (4,0%)
SAM Rrvj 1 28 Sensitivitatr:  96,6] 82,24-99,91
Ssv | Rsv
Piperacillin 75 Srv| 49 0 Sensitivitats:  100| 92,75-100 | 5 (6,7%)
PIP Rrvl O 14 Sensitivitatr:  100| 76,84-100
Ssv Rsv
Pip/Tazo 75 Srv] 67 1 Sensitivitats: 98,5] 94,08-99,96 0
TZP Rrvl 0 1 Sensitivitatr: 100 -
Ssv Rsv
Cefuroxim 75 Srv] 48 0 Sensitivitdts: 100 92,60-100 | 1 (1,3%)
CXM Rrvl 0O 18 Sensitivitatr:  100] 81,47-100
Ssv | Rsv
Cefotaxim 75 Srv] 65 0 Sensitivitats:  100| 94,48-100 | 1 (1,3%)
CTX Rrvl 0 4 Sensitivitatr: 100 39,76-100
Ssv Rsv
Cotrimoxazol 75 Srv| 43 0 Sensitivitats:  100] 91,78-100 0
SXT Rrvl O 31 Sensitivitatz:  100] 88,78-100
Ssv | Rsv
Levofloxacin 75 Srv] 60 0 Sensitivitats:  100] 94,04-100 0
LVX Rrvl 0O 14 Sensitivitatr:  100| 76,84-100
Ssv Rsv
Ciprofloxacin 75 Srv| 60 0 Sensitivitats:  100] 94,04-100 0
CIP Rrvl 0 15 Sensitivitatr:  100] 78,20-100
Ssv Rsv
Meropenem 75 Srv] 75 0 Sensitivitats:  100] 95,20-100 0
MEM Rrvl 0 0 Sensitivitétr: - -
Ssv Rsv
Ceftazidim 71 Srv] 68 0 Sensitivitats:  100] 94,72-100 | 1 (1,4%)
CAZ Rrvl 0 2 Sensitivitatr:  100] 15,81-100
Ssv Rsv
Cefepim 71 Srv] 70 0 Sensitivitats:  100] 94,87-100 | 1 (1,4%)
FEP Rrvl 0 0 Sensitivitétr: - -
Ssv Rsv
GESAMT 1042 Srv] 787 2 Sensitivitats:  99,7] 98,98-99,96 | 20 (1,9%)
Rrvj 1 187 Sensitivitatr:  99,5] 96,62-99,97

Ergebnisse des Studienverfahrens fir einzelne Antibiotika. (Anmerkungen: Kl
(95%) = 95% - Konfidenzintervalle; Vierfeldertafeln : Dargestellt ist die
Haufigkeit sensibler [S] und resistenter [R] Keime im Studien- [SV] und
Referenzverfahren [RV], hellgraue Felder entsprechen MF, dunkelgraue Felder
entsprechen VMF; prozentuale Angaben beziehen sich auf die einzelnen
Antibiotika).
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Tabelle 4:

Ergebnisse und Fehler des Agardiffusionstests fur einzelne Antibiotika
Antibiotikum | Anzahl Vierfeldertafel Sensitivitaten (%) Kl (95%) mF
| Sap I Rap
Gentamicin 43 Srv] 38 0 | Sensitivitats: 100 90,75-100 0
GM Rrv 5 | Sensitivitat:  100| 47,82-100
Sap | Rap
Tobramycin 43 Srv| 36 0 Sensitivitats:  100] 90,26-100 | 4 (9,3%)
™ Rrv| O 3 Sensitivitatr:  100] 29,24-100
Sap | Rap
Ampicillin 40 Srv] 11 0 Sensitivitats:  100] 71,51-100 |5 (12,5%)
AM R[0T 24 Sensitivitdtz:  100| 85,75-100
Sap | Rao
Amp/Sulb 40 Srv] 16 2 Sensitivitats:  88,9] 65,29-98,62 | 8 (20%)
SAM Rrv| O 13 Sensitivitatr:  100] 75,29-100
Sap | Rap
Piperacillin 43 Srv| 22 3 Sensitivitéts: 88| 68,78-97,45 | 9 (20,9%)
PIP Rrvl O 9 Sensitivitatr: 100 66,37-100
Sap | Rap
Pip/Tazo 43 Sev] 36 | 1 Sensitivitats: 97,3| 85,84-99,93 | 3 (7,0%)
TZP Rrv] 0 1 Sensitivitatr: 100 B
Sao | Rap
Cefuroxim 40 Srv] 25 0 Sensitivitats:  100| 86,28-100 |9 (22,5%)
CXM Rrv] 0 6 Sensitivitatr:  100| 54,07-100
Sap | Rap
Cefotaxim 41 Srv] 36 0 Sensitivitats:  100] 90,26-100 | 2 (4,9%)
CTX Rrv| 0 3 Sensitivitate:  100| 29,24-100
Sap | Rao
Cotrimoxazol 40 Srv] 21 1 Sensitivitats:  95,5] 77,16-99,88 | 2 (5,0%)
SXT Rrv| O 17 Sensitivitatr:  100] 80,49-100
Sap | Rap
Levofloxacin 43 Srv] 35 0 Sensitivitats: 100  90-100 0
LVX Rrv| O 8 Sensitivitatr:  100| 63,06-100
Sap | Rao
Ciprofloxacin 43 Srv| 35 0 Sensitivitats:  100]  90-100 0
CIP Rrv| 0 8 Sensitivitatz:  100| 63,06-100
Sao | Rap
Meropenem 43 Srv| 43 0 Sensitivitats:  100] 91,78-100 0
MEM Rrv] 0 0 Sensitivitatr: 100 -
Sap | Rap
Ceftazidim 32 Srv] 30 0 Sensitivitats: 100 88,43-100 | 1 (3,1%)
CAZ Rrv] O 1 Sensitivitatr: 100 B
Sap | Rao
Cefepim 28 Srv] 28 0 Sensitivitats:  100| 87,66-100 0
FEP Rrv] 0 0 Sensitivitétr: - -
Sap | Rap
GESAMT 562 Srv|] 412 7 Sensitivitats:  98,3] 96,43-99,27 | 43 (7,7%)
Rrv| 0 98 Sensitivitatr: 100,0] 96,31-100

Ergebnisse des Agardiffusionstests (vorlaufige Antibiogramme). (Anmerkungen:
Kl (95%) = 95% - Konfidenzintervalle; Vierfeldertafeln: Dargestellt ist die
Haufigkeit sensibler [S] und resistenter [R] Keime im Agardiffusionstest [AD]
und Referenzverfahren [RV], hellgraue Felder entsprechen MF, dunkelgraue
Felder entsprechen VMF; prozentuale Angaben beziehen sich auf die einzelnen
Antibiotika).

44



3 Ergebnisse

Ergebnisse des Agardiffusionstests im Uberblick
Keim Anzahl VMF|MF| mF
Enterobacteriaceae 38 0 7 38
Escherichia coli 27 0 6 28
Klebsiella oxytoca 4 0 0 2
Enterobacter cloacae 3 0 1 2
Klebsiella pneumoniae 2 0 0 3
Salmonella spp. 1 0 0 0
Serratia marcescens 1 0 0 3
Citrobacter freundii 0 - - -
Non-Fermenter 5 0 0 5
Pseudomonas aeruginosa 5 0 0 5
Acinetobacter baumanii 0 - - -
Tabelle 5: Fehler bei der Testung von Keimen auf das Vorliegen von Resistenzen gegen

Antibiotika im Agardiffusionstest (vorlaufiges Antibiogramm).

Fur alle Keime, die VMF, MF oder insgesamt (Studienverfahren +
Agardiffusionstest) mindestens 3 mF aufwiesen, zeigt Tabelle 6
Ubereinstimmungen von Fehlern auf. Fehlerhafte Empfindlichkeitbeurteilungen
durch das Studienverfahren und den Agardiffusionstest fir einzelne Antibiotika
Uberschneiden sich fur 1 MF und 7 mF. Nicht in der Tabelle erfasste Keime

wiesen daruiber hinaus keine weiteren Ubereinstimmungen auf.

Fehlerlbereinstimmungen in Antibiogrammen des Studienverfahrens und des Agardiffusionstests

Keim VMF / MF mF Besonderheiten
SV AD UE SV AD UE
Klebsiella oxytoca SAM (VMF) 0 - 0 PIP - ApiE*
Escherichia coli TZP TZP 1 PIP PIP 1 ApiE*
Serratia marcescens SAM 0 - TM,AM ™, AM, SAM 2 keine Direkt-ID
Escherichia coli 0 SAM, PIP - 0 ™ - keine Direkt-ID
Escherichia coli 0 SAM, PIP 0 0 -
Escherichia coli 0 PIP 0 SAM
Enterobacter cloacae 0 SXT - 0 TZP -
Pseudomonas aeruginosa 0 0 - CAZ, FEP| PIP, SXT, CAZ 1
Escherichia coli 0 0 - PIP T™M, SAM, CXM -
Escherichia coli 0 0 SAM SAM, PIP 1
Escherichia coli 0 0 SAM SAM, PIP 1
Escherichia coli 0 0 AM AM,CXM 1
Tabelle 6: Ubereinstimmungen von Fehlern bei der Testung von Keimen auf Antibiotika-

Resistenzen durch das Studienverfahren und das vorlaufige Antibiogramm.
(Anmerkungen: *= Keim wurde im Routineverfahren durch ApiE identifiziert; SV
= Studienverfahren; AD = Agardiffusionstest; UE = Fehleriibereinstimmungen
fuir einzelne Antibiotika; Direkt-ID = Identifizierung im Studienverfahren).
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3.1.1.4 Zeitbedarf

Der mittlere Zeitbedarf (arithmetischer Mittelwert) bis zu einer Positivmeldung
im Blutkultur-System betrug 12,3 h, der Median lag bei 10,1 h (Streuung: 0,8 -
56,7 h). Zur Erstellung eines Antibiogramms bendtigte das Vitek 2 Gerat im
Studienverfahren im Mittel 7,3 h (Median: 6,8 h; Streuung 5,3 - 14,3 h).
Aufgrund der groRRen Streuung wurde auf die Ermittlung von Modalwerten

verzichtet.

Abbildung 6 gibt einen Uberblick tiber den Zeitbedarf der Einzelverfahren.
Ergebnisse des Studienverfahrens waren 6-18 h vor vorlaufigen
Antibiogrammen und 16-72 h (arithmetischer Mittelwert: 24,6 h; Median: 23,5 h)
vor Referenz-Endbefunden verfiigbar (Zu beachten ist, dass diese Studie im
normalen Laboralltag eingebettet war und entsprechend den Arbeitszeiten
Agardiffusionstests und Subkulturen nur zwischen 8.00 und 16.00 Uhr erstellt

und routinemafig am nachsten Tag abgelesen oder weiterverarbeitet wurden!).

Zeitbedarf der einzelnen Verfahren
(nach Positivmeldung der Blutkultur)
90
80 |
70
< 60
L 50
S 40
v 30 +
- ]
20
10 + E—
0 1 1
Studienverfahren vorlaufiges Endbefund
Antibiogramm®*

Abbildung 6:  Spanne des minimalen und maximalen Zeitbedarfs ab dem Zeitpunkt der
Weiterverarbeitung einer im Bactec 9240 positiv-gemeldeten Blutkulturflasche
bis zur Beendigung des jeweiligen Verfahrens. Die Box des Boxplot umfasst
jeweils die 10. bis 90. Perzentile. (Anmerkung: * = Die Zeitspanne bis zum
Vorliegen des vorlaufigen Antibiogramms wurde nicht im Einzelnen
dokumentiert. Der Zeitbedarf wurde im Routinelabor abgeschatzt!).
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3.1.2 Kilinisch-therapeutischer Teil

3.1.2.1 Patienten

Die 75 im Studienverfahren getesteten Blutkulturen entstammten elf
verschiedenen Fachkliniken (siehe Tabelle 7). Mit 38 Proben bildete die Innere
Medizin (Medizinische Klinik und Poliklinik) den gro3ten Anteil. Das
Durchschnittsalter der Patienten lag bei 57 bzw. 60 (ohne Kinderklinik und
Neonatologie) Lebensjahren. Abbildung 7 zeigt die Altersverteilung infizierter
Patienten fur die verschiedenen Keime. Acht Patienten mit positiver Blutkultur
waren unter 30 Jahre alt. Non-Fermenter traten ausschlie3lich bei Patienten

Uber 40 Lebensjahren auf.

Klinikzuordnung und Durchschnittsalter der Blutkulturpatienten
Fachklinik Anzahl | Durchschnittsalter

Medizinische Klinik und Poliklinik 38 59

Klinik fir Urologie 7 64

Klinik fir Andsthesiologie und Intensivmedizin 7 65

Psychosomatische Klinik (Rottenburg) 5 74

Klinik far Allgemeine, Viszeral- und

Transplantationschirurgie 5 43

Klinik fur Kinder- und Jugendmedizin inkl.

Neonatologie 4 1

Berufsgenossenschaftliche Unfallklinik (BGU) 3 64

Klinik fir Thorax-, Herz- und GefaR-Chirurgie 2 35

Zentrum fur Zahn-, Mund- und Kieferheilkunde 2 63

Klinik fir Neurologie 1 78

Klinik fir Radioonkologie 1 62

Zusammenfassung 75 57
Tabelle 7: Anzahl an Blutkulturen aus verschiedenen Fachkliniken der Universitatsklinik

Tibingen und Durchschnittsalter der Patienten.
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Altersverteilung der Blutkulturpatienten mit
Keimzuordnung
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Abbildung 7:  Lebensalter der Patienten fir identifizierte Keime. (Anmerkungen: E.coli =
Escherichia coli; K.pneum = Klebsiella pneumoniae; K.oxy = Klebsiella oxytoca;
E.cloacae = Enterobacter cloacae; Sal. spp = Salmonella spp; C.freund =
Citrobacter freundii; S.marc = Serratia marcescens; P.aerug = Pseudomonas
aeruginosa; A.baum = Acinetobater baumanii).

3.1.2.2 Antibiotische Therapien

Fir 61 der 75 in die Studie aufgenommen Patienten waren Akten zur
Auswertung verfugbar. Abbildung 8 und Tabelle 8 geben einen Uberblick tiber
die Verwendung entsprechender Wirkstoffe. Die antibiotische Therapie vor
mikrobiologischer Diagnostik blieb bei einem Patienten unbekannt. 13 Patienten
erhielten zu diesem Zeitpunkt keine Antibiotika bzw. Substanzen ohne Wirkung
im gramnegativen Spektrum. Nach Vorliegen des Endbefundes wurde ein
Patient nicht antimikrobiell behandelt. Zwei Patienten verstarben im Zeitraum
der mikrobiologischen Diagnostik. Uberwiegend eingesetzte Substanzklassen
waren in absteigender Haufigkeit Chinolone, Peniziline mit Betalaktamase-
Inhibitor (BLI) und Peneme (Meropenem). Nach mikrobiologischer Diagnostik
kam es zu einer Zunahme an Chinolonen und Meropenem. Die Verwendung

von Penizilinen mit BLI blieb hingegen relativ konstant.
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Antibiotikagebrauch fur Blutkulturpatienten

Anzahl

‘I:I Vor mikrobiologischer Diagnostik B Nach mikrobiologischer Diagnostik ‘

Abbildung 8: Verwendung von Einzelwirkstoffen bei der klinischen Therapie von
Blutkulturpatienten. (Anmerkungen: * = Fir diese Substanzen wurden
entsprechende Wirkstoffaquivalente [siehe Material und Methoden] mitgezahlt;
AB = antibiotische Therapie mit Wirkung im gramnegativen Spektrum).

Haufigkeiten von Therapieformen fur Blutkulturpatienten
Antibiotika vor mikrobiologischer  naich mikrobiologisc her
Diagnostik Diagnostik
Penizilline 3 0
Monotherapie 2 0
mit Aminoglykosid 1 0
Penizilline+BLI 18 18
Monotherapie 6 10
mit Aminoglykosid 7 4
Cephalosporine 5 2
Monotherapie 2 1
mit Aminoglykosid 2 1
Chinolone 19 26
Monotherapie 10 20
mit Aminoglykosid 0 0
Meropeneme 11 18
Monotherapie 6 14
mit Aminoglykosid 2 2
sonstige Kombinationen 9 6
Tabelle 8: Haufigkeiten verwendeter Wirkstoffklassen und Therapieformen (Mono-,

Kombinationstherapie). (Anmerkung: BLI=Betalaktamase— Inhibitor).
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Die am haufigsten verwendeten Einzelwirkstoffe waren Ciprofloxacin und
Meropenem. Anstatt der getesteten Wirkstoffkombination Ampicillin/ Sulbactam
wurde in allen Fallen mit dem Aquivalenz Amoxicilin/ Clavulansaure therapiert.
Keine Patienten wurden mit Cotrimoxazol oder Cefepim behandelt.
Aminoglykoside wurden ausschlief3lich in Kombination mit anderen Antibiotika
eingesetzt. Im Einzelfall wurde fir keinen Patienten ein Antibiotikum

verwendet, das VMF, MF oder mF im Studienverfahren aufwies.

Formen und H&aufigkeiten der Umstellung einer antibiotischen
Therapie fur Blutkulturpatienten

auf Grundlage von Grund Wmstellung ohne Umstellung
Identifizierung Spektrumerweiterung* 11
(im Gram-Préparat) Spektrumverminderung 7
Antibiogramm Resistenz 8 17
Spektrumverminderung 9
unbekannt unklar 9
Tabelle 9: Einfluss mikrobiologischer Diagnostik auf Umstellungen der antibiotischen

Therapie. (Anmerkung: * = Als Spektrumerweiterung nach ldentifizierung wurde
auch der Beginn einer antibiotische Therapie mit gramnegativ-wirksamen
Substanzen gezahlt).

Tabelle 9 gibt die Anzahl verschiedener Formen der antibiotischen Therapie-
Umstellung wider. Im untersuchten Zeitraum kam es in 40 Fallen (69% aller
vollstdndig auswertbaren Patienten) zur Umstellungen der antibiotischen
Therapie. In 17 Fallen blieb eine bestehende antimikrobielle Therapie
unbeeinflusst von mikrobiologischer Diagnostik. Ein Zusammenhang zwischen
Anderung der antibiotischen Therapie und mikrobiologischer Diagnostik konnte
fur 31 Patienten (53%) festgestellt werden. Nach Erhalt des Gram-Befundes
positiver Blutkulturen wurde in 18 Fallen die antibiotische Behandlung veréandert
(11x wurde eine antibiotische Therapie mit Wirkung im gramnegativen
Spektrum begonnen, 7x Substanzen abgesetzt). Abgesetzte Wirkstoffe waren
Metronidazol (4x), Ciprofloxacin (2x) und Cephazolin (1x). Antibiogramme

fuhrten in 17 Fallen zur Umstellung der antibiotischen Therapie (8x waren

50



3 Ergebnisse

Resistenzen, 9x eine Spektrumverminderung Grund einer Umstellung). Das
Spektrum wurde in sieben Fallen durch Wechsel einer Kombinations- auf eine
Monotherapie, in zwei Fallen durch Umstellung der Therapie von Meropenem
auf Ciprofloxacin bzw. Piperacillin/ Tazobactam vermindert. Im Zeitraum der
mikrobiologischen Diagnostik wurde in weiteren neun Fallen die antibiotische
Therapie umgesetzt, deren kategorische Zuordnung nicht mdglich war. Die

Grinde der Umstellung blieben unbekannt.

Besonderheiten:

> Ein Patient erhielt trotz positiver Blutkultur nach Vorliegen des

Endbefundes keine antibiotische Therapie.

» Zwei Patienten verstarben innerhalb des Zeitraums mikrobiologischer
Diagnostik. Ein Patient erhielt zu diesem Zeitpunkt keine antibiotische
Therapie, der andere wurde mit TZP (intermediar im Antibiogramm)
behandelt.

» Nach Vorliegen des mikrobiologischen Endbefundes erhielten insgesamt
acht Patienten nicht-sensibel getestete Substanzen: Verwendete
Antibiotika waren TM, TZP, SAM (jeweils intermediare Empfindlichkeit
im Antibiogramm) und GM, 2x CIP, 2x SAM (jeweils resistent im
Antibiogramm). Diese Wirkstoffe wurden in drei Féallen in Kombination, in
vier Fallen als einzige Substanz mit Wirkung im gramnegativen Bereich

weiter verabreicht.

3.1.2.3 Berechnung des klinischen Effekts der VMF und MF

Anhand einer speziellen Vierfeldertafel, die im klinisch-therapeutischen Teil der
Studie ermittelt wurde, wurde die Wabhrscheinlichkeit des klinischen
Wirksamwerdens des im mikrobiologisch-diagnostischen Teil auftretenden VMF
fur SAM errechnet (Abbildung 9). Gegenulber der Routinediagnostik hatte das
Studienverfahren aufgrund des VMF statistisch ein 0,11% hoheres Risiko einer

Behandlung eines SAM-resistenten Keims mit SAM.
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Wahrscheinlichkeit des klinischen Wirksamwerdens ei nes VMF

Vierfeldertafel fir SAM (aus dem Klinisch-therapeut  ischen Studienteil)

Therapie mit SAM* Therapie mit anderem/n
Wirkstoff(en)*
SAM-resistenter Keim 2 19
nicht SAM-resistenter Keim 7 31

*Therapie nach Vorliegen des Antibiogramms

Berechnungsprinzip

1. Patienten, deren SAM-resistente Keime vom Studienverfahren richtig erkannt, aber dennoch
inadaquat (d.h. mit SAM) behandelt werden

(B1: Pravalenz Patienten mit SAM-resistentem Keim x Sensitivitdty x prozentuell SAM-
Therapie bei Rsay)

2.Patienten, deren SAM-resistente Keime vom Studienverfahren nicht erkannt werden und
entsprechend inadaquat (wie sensible Keime) behandelt werden

(B2: Pravalenz Patinten mit SAM-resistentem Keim x (1-Sensitivitaty) x prozentuell SAM-
Therapie bei I/Ssam)

3.Patienten, die beim Routineverfahren eine inaddquate Therapie (Therapie eines SAM-
resistenten Keims mit SAM) erhalten

(B3: Pravalenz Patienten mit SAM-resistentem Keim x prozentuell SAM-Therapie bei Rsay)

Berechnung

Bl1+B2 = Patienten, die eine inadaquate Therapie (SAM-Therapie trotz Resistenz) im
Studienverfahren erhalten

B3 = Patienten, die im Routineverfahren eine inadéaquate Therapie erhalten

Anzahl Patienten, die aufgrund eines VMF eine inadaquate Therapie erhalten:
P= B1+B2-B3 = (21x0,966x0,095) + (21x[1-0,966]x0,184) — (21x0,095)
= 1,927 + 0,131 — 1,995 = 0,063

Durch das Studienverfahren erhalten von 59 Patienten 0,063 (0,11%) mehr eine

inadaquate SAM-Therapie gegeniber der Routinediagnostik.

Abbildung 9:  Herleitung und Berechnung der Wahrscheinlichkeit einer inadaquaten Therapie
aufgrund des ermittelten VMF fir SAM. (Anmerkungen: Rsay = SAM-resistenter
Keim, I/Ssam = Keim ist gegentiber SAM sensibel [S] oder intermediar resistent

U);
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Zur Berechnung des klinischen Effektes der ermittelten MF fur SAM und TZP
wurde eine vereinfachte Berechnung durchgefuhrt. Aus der prozentualen
Haufigkeit H des Wirkstoffgebrauchs im klinisch-therapeutischen Studienteil,
der Rate sensibler Keime S und der unvollstandigen Detektionsgenauigkeit D
(1-Sensitivitats : 100%) des Studienverfahrens fur diese Substanzen wurde die
Wahrscheinlichkeit abgeschatzt, mit der die MF dieser Studie fur SAM und TZP

klinisch wirksam waren:
MFsam = Hsam X Ssam X Dsam = 0,197 x 0,493 x 0,027 = 0,0026 (0,26%)
MF1zp = Hrzp X Ssz X Dzp = 0,2 x 0,907 x 0,015 =0,0027 (0,27%)

Die Wahrscheinlichkeit, dass SAM- bzw. TZP-sensible Keime nicht mit dem
entsprechenden Wirkstoff behandelt werden, da sie aufgrund von MF als falsch-

resistent im Antibiogramm erscheinen, liegt zusammengenommen bei 0,53%.

3.2 Urinproben und Harnwegsinfektion

3.2.1 Genauigkeit des Uro-Quick — Systems

Die Auswertung erfolgte anhand von 871 Urinproben, die wé&hrend des
entsprechenden Zeitraumes im mikrobiologischen Institut eingegangen sind.

3.2.1.1 Erregerspektrum

Das Erregerspektrum der 871 aufgenommenen Urinproben zeigt Abbildung 10.
Aus 500 Proben konnten Keime diagnostiziert werden, von denen 280 (56%)
als typische HWI-Erreger und 220 als Kontaminanten (Kriterien siehe 2.2.2.2)
identifiziert werden konnten. Die Gruppe der gramnegativen Stabchen bildete
mit 60,4% den grofRten Anteil der typischen HWI-Erreger, gefolgt von gram-
positiven Kokken (28,9%) und Pilzen (10,7%).
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Erregerspektrum der im Uro-Quick
getesteten Urinproben

151
220

18
30 14 26

@ Enterobacteriaceae m Non-Fermenter

0O Enterococcus faecalis 0O Enterococcus faecium
m Staphylococcus aureus @ Pilze

m Kontaminaten

Abbildung 10: Anteil an typischen HWI-Erregern und Kontaminanten (abgetrennter Abschnitt)
der getesteten Urinproben.

3.2.1.2 Genauigkeit des Uro-Quick 60

Die Erfassung der Genauigkeit des Uro-Quick — Systems erfolgte zunachst
ohne, anschlieRend mit Einbeziehung des Leukozytennachweises als
Screening. Tabelle 10 zeigt die Ergebnisse beider Verfahren im Vergleich.
Ohne Screening erreichte das Uro-Quick — System eine Gesamtsensitivitat von
87,1%, eine Gesamtspezifitat von 94,9%. Positiver und negativer pradiktiver
Wert lagen bei 92,8% und 90,7%. Unter Einbeziehung des Leukozyten-
nachweises erhohten sich Sensitivitat und negativer pradiktiver Wert auf 91,8%
bzw. 93,4%. Gleichzeitig fielen Spezifitdt und positiver pradiktiver Wert auf
88,1% bzw. 85,4%. Diese Berechnungen erfolgten unter Ausklammerung von
Urinproben, die Kontaminanten enthielten. Werden Kulturen der
Routinediagnostik mit Kontaminaten, die vom Uro-Quick nicht positiv-gemeldet
wurden, als falsch-negatives Screening bewertet, berechneten sich
Genauigkeitsparameter folgendermal3en: Sensitivitdt = 75,6%, Spezifitat =
94,9%, PPW = 95,2%, NPW = 74,3% (unter Einbezug des Leukozytentests:
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Sensitivitat = 81,8%, Spezifitdt = 88,1%, PPW = 90,3%, NPW = 78,2%).
Werden vom System positiv-gemeldete Urinproben, die nur Kontaminanten
enthielten, als falsch-positiv bewertet, veranderten sich die
Genauigkeitsparameter in folgender Weise: Sensitivitdt = 87,1%, Spezifitat =
74,1%, PPW = 61,4%, NPW = 92,4% (unter Einbezug des Leukozytentests:
Sensitivitat = 91,8%, Spezifitat = 66,8%, PPW = 56,7%, NPW = 94,5%).

Genauigkeit des Uro-Quick - Systems
Uro-Quick ohne Screening Uro-Quick mit Screening
Vierfeldertafel UQ pos UQ neg UQ/Leukos pos | UQ+Leukos neg
Kultur pos 244 Kultur pos 257
Kultur neg 19 352 Kultur neg 44 327
Kontaminaten UQ pos UQ neg UQ/Leukos pos | UQ+Leukos neg
Kultur pos 134 86 Kultur pos 152 68
mit Kont. mit Kont.
Sensitivitat 87,1% 91,8%
Kl (95%) (82,5-90,7) (87,8-94,6)
Spezifitat 94,9% 88,1%
Kl (95%) (92,0-96,8) (84,3-91,2)
Pradiktive Werte PPW: 92,8%  NPW: 90,7% PPW: 85,4%  NPW: 93,4%
Kl (95%) (88,8-95,5) (87,3-93,3) (80,8-89,1) (90,2-95,7)

Tabelle 10: Uberblick iiber die Genauigkeit des Uro-Quick — Systems mit und ohne
Screening (Leukozytennachweis). (Anmerkungen: PPW = positiver pradiktiver
Wert; NPW = negativer pradiktiver Wert; Kl (95%) = 95%-Konfidenzintervalle;
UQ = Uro-Quick; Vierfeldertafel: Kulturen des Routineverfahrens galten als
Referenz. Im Verfahren mit Screening wurde eine Probe als positiv bewertet,
wenn entweder die Meldung im Uro-Quick [UQ] oder der Leukozytentest
[Leukos] positiv ausfielen. Eine Probe wurde als negativ bewertet, wenn sowohl
UQ als auch Leukos negativ ausfielen. Graue Felder heben Fehler hervor).

Die Tabellen 11 und 12 zeigen Sensitivitaten fur unterschiedliche Keime und
Keimzahlen auf: Fur Keimzahlen > 100.000/ml wurden mit Ausnahme der
Enterobacteriaceae (ohne Screening) fur alle wichtigen HWI-Erreger
Sensitivitaten von 100% erreicht. Fir geringere Keimzahlen fielen die
Detektionsgenauigkeit auf 0,0% - 66,7% ohne und 0,0% - 76,9% mit Screening
ab. Mit 53,8% trat fur Enterococcus faecium die geringste Gesamtsensitivitat im
Test auf. Auch unter Einbezug des Screenings (Leukozytennachweis)

verbesserte sich das Ergebnis fur diese Spezies nicht. Fir gramnegative
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Stadbchen (Enterobacteriaceae, Non-Fermenter) wurden die hochsten
Gesamtsensitivitaten erreicht. Unter Einbezug des Screenings konnten diese
fur Enterobacteriaceae von 92,1% auf 98,0%, fir Non-Fermenter von 94,4% auf
100,0% erhoht werden. Wéahrend die Gesamtsensitivitdten nach Einbezug des
Leukozytennachweises fur Enterococcus faecium und Staphylococcus aureus
unverandert bei 53,8% bzw. 85,8% blieben, erhdhten sie sich fir Pilze und
Enterococcus faecalis auf 90,0% bzw. 92,7%.

Sensitivitaten fiir einzelne Erreger (ohne Screening)
Keim Gesamt KZ <10.000/ml intermediare KZ* KZ >100.000/ml
Sensitivitdt Kl (95%)  Anzahl | Sensitivitait ~ Anzahl |Sensitivitatt ~ Anzahl |Sensitivitdst  Anzahl
Enterobacteriaceae 92,1% 86,2-95,6 151 53,8% 13 83,3% 24 98,2% 114
Non-Fermenter 94,4% 72,7-99,9 18 - 0 80,0% 5 100,0% 13
Enterococcus faecalis 87,8% 73,8-95,9 41 28,8% 7 100,0% 11 100,0% 23
Enterococcus faecium 53,8% 33,4-73,4 26 10,0% 10 57,1% 7 100,0% 9
Staphylococcus aureus 85,7% 57,2-98,2 14 0,0% 1 66,7% 3 100,0% 10
Pilze 86,7% 69,3-96,2 30 66,7% 12 100,0% 4 100,0% 14
Tabelle 11: Sensitivitdten des Uro-Quick — Systems fir einzelne HWI-Erreger und

Keimzahlen. (Anmerkungen: Kl (95%) = 95%-Konfidenzintervall, KZ =
Keimzahl; intermediare KZ* = Keimzahlen zwischen 10.000/ml und 100.000/ml).

Sensitivitaten fur einzelne Erreger (mit Leukozytennachweis als Screening)
Keim Gesamt KZ <10.000/ml intermediare KZ* KZ >100.000/ml
Sensitivitdt Kl (95%)  Anzahl | Sensitivitdt ~ Anzahl | Sensitivitdt ~ Anzahl |] Sensitivitdt ~ Anzahl

Enterobacteriaceae 98,0% | 93,9-99,5 151 76,9% 13 100,0% 24 100,0% 114

Non-Fermenter 100,0% 81,5-100 18 - 0 100,0% 5 100,0% 13

Enterococcus faecalis 92,7% 80,1-98,5 41 57,1% 7 100,0% 11 100,0% 23

Enterococcus faecium 53,8% 33,4-73,4 26 10,0% 10 57,1% 7 100,0% 9

Staphylococcus aureus 85,7% 57,2-98,2 14 0,0% 1 66,7% 3 100,0% 10

Pilze 90,0% | 73,5-97,8 30 75,0% 12 100,0% 4 100,0% 14
Tabelle 12: Sensitivitdten des Uro-Quick — Systems unter Einbezug des Leukozyten-
nachweises als Screening fir einzelne HWI-Erreger und Keimzahlen.
(Anmerkungen: Kl (95%) = 95%-Konfidenzintervall, KzZ = Keimzahl;

intermediare KZ* = Keimzahlen zwischen 10.000/ml und 100.000/ml).
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3.2.2 Schnellverfahren zur Antibiogrammerstellunga  us Urinproben

3.2.2.1 Mikrobiologisch-diagnostischer Tell

Im Studienverfahren wurden 22 den Kriterien entsprechende Urinproben
getestet. In zwei Fallen war ein zuverlassiges Ablesen des Agardiffusionstests
nicht moglich. Diese Proben wurden nicht in die Studie aufgenommen. Die

Auswertung erfolgte auf der Grundlage von 20 Antibiogrammen.

3.22.1.1 Erregerspektrum und Probenibersicht

Das Erregerspektrum der 20 aufgenommenen Urinproben zeigt Abbildung 11.
Es wurden ausschliefRlich Enterobacteriaceae identifiziert. Escherichia coli war

mit 70% haufigster Keim.

Erregerspektrum fir Schnellantibiogramme aus Urinpr oben

5%
10%

10%

@ Escherichia coli m Klebsiella pneumoniae O Klebsiella oxytoca
O Proteus mirabilis m Enterobacter cloacae

Abbildung 11: Anteil identifizierter Keime aus Urinproben des Studienverfahrens.

Einen Uberblick tiber die Parameter der verwendeten Proben zeigt Tabelle 13.
Es wurden ausschlie3lich Mittelstrahl- oder Katheterurinproben verwendet. In
zwei Fallen wurde die Art der Uringewinnung durch die Klinik nicht angegeben.

Leukozyten konnten in 13 Proben nachgewiesen werden. Eine Keimzahl
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< 10.000/ml konnte fur eine Probe, eine Keimzahl von 10.000 — 100.000/ml far
zwei Proben festgestellt werden. In allen anderen Fallen war die Keimzahl >
100.000/ml.

Ergebnisse und Fehler fiir Urinproben des Schnelltests im Uberblick

Keim Anzahl Fehler Keimzahlen Urinart positiver
VMF MF mF |>10° 10*-10° <10*| Mittelstrahl  Katheter | Leukozytentest
Escherichia coli 14 0 0 7 12 1 1 9* 4* 9
Klebsiella pneumoniae 2 0 0 2 2 0 0 1 1 2
Klebsiella oxytocca 1 0 1 0 1 0 0 1 0 0
Proteus mirabilis 2 1 0 2 1 1 0 1 1 1
Enterobacter cloacae 1 0 0 3 1 0 0 n.bek.* n.bek.* 1
Tabelle 13: Uberblick Uber verschiedene Parameter und Ergebnisse des Studienverfahrens.

(Anmerkungen: n.bek.= nicht bekannt; * = Fur einige Proben wurde von der
Klinik die Art der Urinprobengewinnung nicht angegeben).

3.2.2.1.2 Resistenzen gegen Antibiotika

Die Ergebnisse fiir das Schnellverfahren sind im Uberblick der Tabelle 13 zu
entnehmen. Insgesamt traten an Fehlern auf: 1 VMF (0,4%), 1 MF (0,4%) und
14 mF (5,9%). Daraus errechnete sich fur das Verfahren eine
Gesamtsensitivitats von 99,5%, eine Gesamtsensitivitditx von 97,1%. Fur
Cefuroxim lag die Sensitivitats bei 90,9%, fur Ampicillin/ Sulbactam die
Sensitivitaty bei 80%. Alle anderen getesteten Antibiotika wiesen spezielle
Sensitivitaten von 100% auf (Tabelle 14). Mit insgesamt 5 (25%) mF traten fur

Cefuroxim die meisten mF auf.

3.2.2.1.3 Zeitbedarf

Eine Positivmeldung durch das Uro-Quick — Gerat erfolgte im Mittel nach 63
Minuten (Median: 45 Minuten, Streuung: 30 — 210 Minuten). Aus labortech-
nischen Grunden wurden in funf Fallen Proben, die bereits hohe Keimzahlen
(>1 Million/ml) anzeigten, vor einer Positivmeldung manuell aus dem Geréat
genommen (Bei der Berechnung der mittleren Detektionsdauer wurden diese

Proben nicht beriicksichtigt!).
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Ergebnisse und Fehler des Schnelltests fur Urinproben fiir einzelne Antibiotika
Antibiotikum | Anzahl Vierfeldertafel Sensitivitaten (%) Kl (95%) mF
Ssv | Rsv
Gentamicin 20 Srv] 19 0 Sensitivitats:  100] 82,35-100 0
GM Rev OO 1 Sensitivitéte: 100 -
Ssv | Rsv
Tobramycin 20 Srv] 19 0 Sensitivitats: 100] 82,35-100 1 (5%)
™ Rrv] O 0 Sensitivitatr: - -
Ssv | Rsv
Ampicillin 20 Srv] 10 0 Sensitivitats:  100] 69,15-100 1 (5%)
AM Rrv] 0 9 Sensitivitatr:  100] 66,37-100
Ssv | Rsv
Amp/Sulb 20 Srv] 11 0 Sensitivitats:  100] 71,51-100 3 (15%)
SAM Rrv] 1 4 Sensitivitatr:  80] 28,36-99,49
Ssv | Rsv
Piperacillin 20 Srv] 13 0 Sensitivitats: 100] 75,29-100 2 (10%)
PIP Rrv 0 3 Sensitivitatr:  100] 29,24-100
Ssv Rsv
Pip/Tazo 20 Srv] 18 0 Sensitivitats: 100| 81,47-100 0
TZP Rrv] 0 1 Sensitivitatr: 100 -
Ssv Rsv
Cefuroxim 20 Srv] 10 1 Sensitivitats: 90,9] 58,72-99,77 | 5 (25%)
CXM Rrv 0 3 Sensitivitatr:  100] 29,24-100
Ssv Rsv
Cefotaxim 19 Srv] 18 0 Sensitivitats:  100] 81,47-100 1 (5,3%)
CTX Rrv] 0 0 Sensitivitétr: - -
Ssv Rsv
Cotrimoxazol 20 Srv] 16 0 Sensitivitats:  100] 79,41-100 0
SXT Rrv] 0 4 Sensitivitatr:  100] 39,76-100
Ssv Rsv
Levofloxacin 20 Srv] 16 0 Sensitivitats:  100] 79,41-100 0
LVX Rrv] 0 4 Sensitivitate:  100] 39,76-100
Ssv Rsv
Ciprofloxacin 20 Srv] 16 0 Sensitivitats:  100] 79,41-100 | 1 (4,5%)
CIP Rrv] 0 4 Sensitivitatr:  100] 39,76-100
Ssv Rsv
Meropenem 20 Srv] 20 0 Sensitivitats:  100] 83,16-100 0
MEM Rrv] 0 0 Sensitivitatr: - -
Ssv Rsv
GESAMT 239 Srv] 186 1 Sensitivitats: 99,5 96,60-99,97 | 14 (5,9%)
Rrv] 1 33 Sensitivitatr: 97,1] 84,67-99,93

Tabelle 14:

Ergebnisse des Studienverfahrens fir einzelne Antibiotika. (Anmerkungen: Kl
(95%) = 95% - Konfidenzintervalle; Vierfeldertafeln: Dargestellt ist die Haufigkeit
sensibler [S] und resistenter [R] Keime im Studien- [SV] und Referenzverfahren
[RV], hellgraue Felder entsprechen MF, dunkelgraue Felder entsprechen VMF;

prozentuale Angaben beziehen sich auf die einzelnen Antibiotika).
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Der Zeitgewinn gegenuber dem Routineverfahren wurde nicht dokumentiert. Er
liel3 sich in folgender Weise abschatzen: Im Labor wurden Agardiffusionstest
des Studienverfahrens und Kulturen des Routineverfahrens gleichzeitig an-
gesetzt. Wahrend das Antibiogramm des Schnellverfahrens am néchsten
Morgen direkt abgelesen werden konnte, musste im Routineverfahren die Kultur
erst weiterverarbeitet werden. Es folgte die standardisierte Inkubation im Vitek
2. Entsprechend wirde der Zeitgewinn ca. 5-15 Stunden (Zeitdauer der

Antibiogrammerstellung im Vitek 2) betragen.

3.2.2.2 Klinisch-therapeutischer Tell

3.2221 Patienten

Die 20 im Studienverfahren getesteten Urinproben wurden von neun
verschiedenen Fachkliniken eingeliefert (siehe Tabelle 15). EIf Proben
stammten aus stationdren, neun aus ambulanten Bereichen Mit jeweils vier
Proben bildete die Innere Medizin (Medizinische Klinik und Poliklinik) und die
Klinik far Allgemeine, Viszeral- und Transplantationschirurgie den grof3ten
Anteil. Das Durchschnittsalter der 20 Patienten lag bei 52 Jahren. Abbildung 11

gibt eine Zuordnung von Keimen und Patientenalter wider.

Klinikzuordnung und Durchschnittsalter der Urinprobenpatienten

Fachklinik Anzahl Durchschnittsalter
ambulant  stationar

Medizinische Klinik und Poliklinik 1 3 77

Klinik fur Allgemeine, Viszeral- und

Transplantationschirurgie 3 1 45

Klinik fur Kinder- und Jugendmedizin inkl.

Neonatologie 3 0 16

Klinik fiir Urologie 1 1 51

Klinik fur Neurochirurgie 0 2 63
Frauenklinik 1 1 34
Berufsgenossenschaftliche Unfallklinik (BGU) 0 1 84
Psychosomatische Klinik (Rottenburg) 0 1 80

Klinik fir Thorax-, Herz- und GefaRR-Chirurgie 0 1 78
Zusammenfassung 9 11 52

Tabelle 15: Anzahl an Urinproben aus verschiedenen Fachkliniken der Universitatsklinik

Tibingen und Durchschnittsalter der Patienten.
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Altersverteilung der Urinprobenpatienten mit
Keimzuordnung
100
90 *
*
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@ 70+ . .
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0
E.coli K.pneum K.oxytoc P.mirabil E.cloacae

Abbildung 12: Lebensalter der Patienten fiir die identifizierten Keime. (Anmerkungen: E.coli =
Escherichia coli; K.pneum = Klebsiella pneumoniae; K.oxytoc = Klebsiella
oxytoca; P.mirabil = Proteus mirabilis; E.cloacae = Enterobacter cloacae).

3.2.2.2.2 Antibiotische Therapien

Fir 13 der 20 in die Studie aufgenommen Patienten waren Akten zur
Auswertung verfiigbar. Abbildung 13 gibt einen Uberblick tiber die Verwendung
entsprechender Wirkstoffe. Fur jeweils einen Patienten konnte den Akten keine
Eintrdge Uber antibiotische Therapie vor bzw. nach mikrobiologischer Dia-
gnostik entnommen werden. Therapeutische Verwendung fanden hauptséachlich
Chinolone. In einem Fall wurde mit einem Cephalosporin (Cefaclor) behandelt.

Ein Patient wurde vor mikrobiologischer Diagnostik mit Ciprofloxacin therapiert.
Elf Patienten erhielten zu diesem Zeitpunkt keine antibiotische Behandlung. Ein
Patient wurde mit Ciprofloxacin behandelt, das mit einen mF im
Studienverfahren behaftet war. Eine antibiotische Therapie wurde fir zehn
Patienten durch mikrobiologische Vorbefunde (Grobklassifizierung eines
Erregers nach Gramverhalten und Morphologie) initiiert. Das Antibiogramm

wurde nur in einem Fall zur Umstellung einer Therapie genutzt.
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Antibiotikagebrauch fur Urinprobenpatienten

Anzahl
(e)]

. — ]

ohne AB Cefaclor* LVX CIpP

@ Vor mikrobiologischer Diagnostik m Nach mikrobiologischer Diagnostik

Abbildung 13: Verwendung von Einzelwirkstoffen bei der klinischen Therapie von
Urinprobenpatienten. (Anmerkung: Cefaclor* = dieses Cephalosporin kann nicht
im Vitek 2 getestet werden und erscheint nicht in Antibiogrammen; AB =
antibiotische Therapie mit Wirkung im gramnegativen Spektrum).

Besonderheiten:

» In einem Fall wurde eine antibiotische Therapie von Ciprofloxacin auf

Levofloxacin  umgestellt (gegen beide Substanzen waren Keime im
Antibiogramm resistent).

» Ein Patient erhielt nach mikrobiologischer Diagnostik eine Monotherapie

mit  Clarithromycin  (eingeschrankte Wirkung im gramnegativen
Spektrum).
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4 Diskussion

Ziel der vorliegenden Studie war die Evaluation einer automatisierten
Schnelldiagnostik gramnegativer Stdbchen aus Flissigndhrmedien an den
Beispielen Blutkultur- und Urinprobendiagnostik. Ein zeitsparendes Verfahren
wurde mit den konventionellen Methoden verglichen. Dartber hinaus wurden
klinische Daten der Therapie gramnegativer Stabchen fir die Patienten, deren
Proben im diagnostischen Teil getestet wurden, ermittelt. Dadurch sollte der
Einfluss der Diagnostik auf die Behandlung Uberpruft und gegebenenfalls
Moglichkeiten einer besseren Nutzung von Befunden aufgezeigt werden. Zur
Beurteilung der Studienergebnisse gilt es folgende Aspekte in der Diskussion
zu bertcksichtigen: Welchen Anforderungen muss ein adaquates
diagnostischen Schnellverfahren entsprechen? Welche Effekte haben
mikrobiologische Befunde auf die klinische Therapie und wie wirken sich
Laborfehler aus? Da eine optimale antibiotische Therapie nur in interdiszipli-
narer Zusammenarbeit erreicht werden kann, wurde auf Einordnung der
Ergebnisse in einen diagnostisch-therapeutischen Kontext besonderen Wert
gelegt.

4.1 Blutkulturen und Sepsis

4.1.1 Mikrobiologisch-diagnostischer Teil

Eine optimale mikrobiologische Diagnostik beschrankt sich nicht nur auf die
Lieferung korrekter und schneller Befunde an die Klinik. Aus aktuellen
Problemen heraus ergeben sich weitere Herausforderungen, deren
Bedeutungen in Zukunft noch steigen werden (143,181,186,219): Durch
Entwicklung kostengunstiger Diagnostik gilt es das Gesundheitssystem zu
entlasten. Eine verantwortungsvolle Aufgabe der Mikrobiologie besteht bei der
Eindammung der globalen Zunahme an Antibiotikaresistenzen. Welche
Verbesserungsmoglichkeiten sich aus Ergebnissen dieser Studie fir die
Diagnostik ergeben, soll in den folgenden Abschnitten diskutiert werden.
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4.1.1.1 Identifizierungen

Bevor die Identifizierungsergebnisse der vorgelegten Arbeit diskutiert werden,
soll die Bedeutung dieser Art der Diagnostik dargestellt werden. Wichtige

Funktionen einer Keimidentifizierung sind:
» Hinweis auf eine geeignete antibiotische Therapie
» Nachweis einer Infektion (Abgrenzung zur Kontamination)
» Erkennung isolierpflichtiger Keime

Es gilt zwei Arten der Identifizierung gegeneinander abzugrenzen: Wird mit Hilfe
eines Blutkultursystems (wie z.B. dem Bactec 9240) eine Bakteriamie
nachgewiesen, erfolgt unmittelbar eine Grobidentifizierung der Keime im
mikroskopischen Préparat (Gram-Farbung). Entsprechende Befunde werden
schnellstmdglich an die Klinik gemeldet. Da eine solche Identifizierung vor dem
Antibiogramm vorliegt, kann sie hilfreich sein, eine Therapie zu beginnen oder
ein unwirksames Medikament einer breiten Initialtherapie abzusetzen (z.B.
Vancomycin fir gramnegative Bakterien). Davon abzugrenzen ist die endgultige
biochemische ldentifizierung eines Keimes. Deren klinischer Wert liegt in erster
Linie darin, Kontaminaten oder isolierpflichtige Erreger zu erkennen. Wéhrend
bei Identifizierung typischer Bakterien der Hautflora (Koagulase-negative
Staphylokokken u.a.) eine Kontamination der entsprechenden Probe nicht
ausgeschlossen werden kann, kann im Falle gramnegativen Stabchen mit fast
100%iger Sicherheit eine echte Bakteriamie angenommen werden (229). Die
Notwendigkeit der Isolierung von Patienten, die mit ESBL-Stammen infiziert
sind, ist bislang noch umstritten (93). Im Gegensatz zu anderen multiresistenten
Keimen (z.B. MRSA) existieren bisher keine offiziell verbindlichen Richtlinien zu
Isoliermal3nahmen. Der Nachweis von ESBLs hat durch spezielle Techniken zu

erfolgen und sollte moglichst schnell an die Klinik gemeldet werden (208).

Zur ldentifizierung von Keimen aus Blutkulturen und deren Testung auf das
Vorliegen von Resistenzen gegen Antibiotika, wurde in dieser Studie parallel
zur Routinediagnostik ein Schnellverfahren evaluiert. Ergebnisse der Routine-
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verfahren galten als ,Goldstandard”, mit denen Ergebnisse der Studienmethode
verglichen wurden. Eine korrekte Identifizierung durch das Studienverfahren lag
bei Ubereinstimmung mit dem Goldstandard vor, eine Fehlidentifizierung bei
Nichtubereinstimmung. In einigen Fallen konnte das Schnellverfahren Keime
nicht identifizieren. Das in der vorliegenden Arbeit (durch den Goldstandard)
ermittelte Erregerspektrum zeigte Escherichia coli (59%) als dominierenden
Keim. Da die Epidemiologie von einer Vielzahl an Faktoren (z.B. biologische
und thermische Gegebenheiten, hygienische Verhéltnisse...) beeinflusst wird,
unterscheiden sich die ermittelten prozentuellen Anteile einzelner Erreger im
Rahmen einer regionalen und nationalen Abweichungen auch von anderen
Publikationen (80,81). Im Studienverfahren wurden 62 (83%) gramnegative
Stabchen korrekt identifiziert, 12 (16%) konnten nicht identifiziert werden. Eine
Klebsiella oxytoca wurde als Enterobacter aerogenes fehlidentifiziert. Diese
beiden Keime sind taxonomisch eng verwandt und weisen sehr &hnliche
biochemische Muster auf (26). Fehlidentifizierungen zwischen Enterobacter
aerogenes und Klebsiellen sind in der Literatur bereits beschrieben (37,65). Die
biochemische Keimidentifizierung erfolgte insgesamt v.a. fir Non-Fermenter mit
nicht ausreichend befriedigender Genauigkeit (56% korrekt identifiziert).
Anhand &hnlicher Ergebnisse belegen diverse Studien, dass die verwendeten
VITEK® 2-ID-GNB-Karten zur Identifizierung von Non - Fermentern sowohl
durch standardisierte als auch durch zeitlich verkirzte Verfahren nur bedingt
geeignet sind (77,113,174). Mittlerweile existiert jedoch eine neue Generation
an Karten, die in bisherigen Studien deutlich bessere Identifizierungsraten fur
derartige Keime erzielte (78,228). In dieser Studie traten keine ESBL-Stdmme
auf. Publikationen zeigen jedoch, dass das Vitek 2 — System durchaus in der
Lage ist entsprechende Keime zu identifizieren (34,135,209).

In der Kombination BACTEC® 9240 und VITEK® 2 wurden &hnliche
Schnellverfahren zur Blutkulturanalyse von gramnegativen Stabchen bereits in
anderen Studien getestet (27,120,139). Identifizierungsraten dieser Studien
lagen zwischen 80% und 95%, Fehlidentifizierungsraten zwischen 0% und 2%.

Eine Publikation von de Cueto et al weicht mit einer Fehlidentifizierungsrate von
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10% deutlich von diesen ab (51). ,Problemkeime* der Identifizierung durch das
Schnellverfahren waren in der vorgelegten Arbeit v.a. Non-Fermenter und
Klebsiellen. Anhand der unterschiedlichen getesteten Erregerspektren lasst sich
die Streuung der Identifizierungsraten der vergleichbaren Studien erklaren: Ein
Grol3teil der nicht identifizierbaren und fehlidentifizierten Keime waren Non-
Fermenter, Klebsiellen oder seltene andere gramnegative Erreger. Ein weiterer
maoglicher Grund fur die Streuung kdnnte auch durch methodische Unterschiede
begrindet sein: Unterschiedliche Zentrifugationsdauern und —starken in den
Studien konnten fur verschiedene Ausgangsbedingungen verantwortlich sein.
Eine zu starke Zentrifugation konnte die Vitalitat der zu identifizierenden Keime
vermindert haben, wahrend zu schwaches Zentrifugierien eventuell Verun-

reinigungen im Keimpellet hinterlassen haben kénnte.

4.1.1.2 Resistenzen gegen Antibiotika

Auch wenn eine ldentifizierung erste Hinweise auf eine geeignete antibiotische
Therapie liefert, ist zur gezielten Behandlung resistenter Keime ein
Antibiogramm unverzichtbar. Besonders im Falle gramnegativer Stabchen
kdnnen Resistenzen, auch innerhalb einer Spezies, stark variieren. Eine weitere
wichtige Bedeutung von Antibiogrammen besteht darin dem Kliniker
Moglichkeiten einer Spektrumverminderung aufzuzeigen (siehe auch 4.1.2.3).
Zur besseren Beurteilung der Studienergebnisse soll im Folgenden zunachst

die klinische Auswirkung fehlerhafter Antibiogramme diskutiert werden.

Um die Qualitat der Antibiogramme des Studienverfahrens adaquat beurteilen
zu kénnen, muss ein Goldstandard definiert werden, dessen Ergebnisse als
verbindlich gelten. In dieser Studie wurde die etablierte Routinediagnostik als
ein solcher festgelegt. Antibiogramme des Studienverfahrens wurden mit Hilfe
des Goldstandards auf Fehler Gberprift. Bei der Testung auf das Vorliegen von
Resistenzen gegen Antibiotika (Resistenztestung) unterscheidet man in der
Mikrobiologie Ublicherweise zwischen ,very major* Fehlern (VMF), ,major"
Fehlern (MF) und ,minor* Fehlern (mF). Ein VMF bedeutet, dass ein
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Antibiotikum, gegen das der getestete Keim laut Goldstandard resistent ist, im
Antibiogramm des Schnellverfahrens (Studienverfahren) als sensibel erscheint.
Verwendet der Kliniker den entsprechenden Wirkstoff zur Therapie, kénnte dies
in einer unwirksamen antibiotischen Therapie mit eventuell fatalen Folgen fur
den Patienten resultieren. Wird ein Antibiotikum im Studienverfahren mit einem
MF fehlgetestet, erscheint trotz vorhandener Wirksamkeit (sensibel im
Goldstandard) eine Resistenz im Schnellantibiogramm. Fur die Klinik bedeutet
dies: Es muss eventuell auf teurere Medikamente mit schlechterer Wirksamkeit
oder starkeren Nebenwirkungen zuriickgegriffen werden. Bei hochresistenten
Keimen kann durch einen MF eine wichtige Therapieoption entfallen. Als mF
gelten einstufige Abweichungen (sensibel statt intermediar, resistent statt
intermediar oder jeweils die entgegengesetzte Richtung). Die Kklinische
Bedeutung eines solchen mF erscheint weniger eindeutig: Grundséatzlich ist
davon auszugehen, dass ein intermediar-getestetes Antibiotikum gegen den
entsprechenden Keim eine ,suboptimale” Wirkung zeigt. Entsprechend wird der
Kliniker eher auf alternative, sensibel-getestete Substanzen zurtckgreifen. Die
Tatsache, dass im klinischen Teil dieser Studie in nur drei Fallen nach
Vorliegen des Antibiogramms mit intermediar-getesteten Wirkstoffen (1x SAM,
1x TZP, 1x TM) weitertherapiert wurde, stutzt diese Aussage. Die Bedeutung
eines mF entspricht in Abhangigkeit der Fehlerrichtung einem abgeschwachten
VMF (sensibel statt intermediar, intermediar statt resistent) oder MF
(intermediar statt sensibel, resistent statt intermediar). Berticksichtigt man, dass
derartige Abweichungen bereits bei Mehrfachmessungen unter Standard-

bedingungen vorkommen, gelten mF als klinisch weniger gravierend.

In Antibiogrammen des Studienverfahrens traten insgesamt an Fehlern auf: 1
VMF (0,1%), 2 MF (0,2%), 20 mF (1,9%). In dieser Studie wurden zusatzlich
spezielle Sensitivitdten berechnet. Diese verdeutlichen die Genauigkeit mit der
das Studienverfahren resistente (Sensitivitdtgr) bzw. sensible (Sensitivitats)
Keime im Bereich von VMF bzw. MF erkennen kann. VMF und MF konnten
ausschlie8lich fur Peniziline mit Betalaktamase-Inhibitor (BLI) registriert

werden. Prinzipiell ware es auch denkbar, dass verschiedene Keime anfalliger

67



4 Diskussion

fur Fehltestungen im Schnellverfahren sind als andere. Wahrend die
Resistenztestung von Enterobacter, Salmonella und Citrobacter spp. in allen
Fallen fehlerfrei blieb, wiesen andere Spezies unterschiedliche
Fehlerhaufigkeiten auf. Aufgrund geringer Fallzahlen lasst sich jedoch keine
eindeutige Aussage uber einen Zusammenhang zwischen Keim und Fehler im
Antibiogramm machen. Zur besseren Einordnung der Studienergebnisse
wurden routinemaRig angefertigte vorlaufige Antibiogramme (Agardiffusions-
tests) als zweites Schnellverfahren tberpruft. Diese wiesen mit 0 VMF, 7 MF
(1,2%), 43 mF (7,7%) insgesamt eine hohere Fehlerquote auf als das
Studienverfahren, waren allerdings frei von VMF.

In der Kombination BACTEC® 9240 und VITEK® 2 wurden ahnliche
Schnellverfahren zur Blutkulturanalyse von gramnegativen Stabchen bereits in
anderen Studien getestet (27,51,120,139). Ergebnisse dieser Studien wiesen
Streuungen auf: Antibiogramme waren mit 0,1-0,2% VMF und 0,02-0,4% MF
behaftet. Ergebnisse der Studie von de Cueto et al weichen mit 2,4% VMF und
0,6% MF deutlich von diesen ab (51). Insgesamt lasst sich die Literatur fur
Schnellantibiogramme aus Blutkulturen in folgender Weise zusammenfassen:
VMF und MF traten v.a. fur Penizilline (mit und ohne BLI) und Cephalosporine
auf. Mit Ausnahme eines einzigen MF fiur Ciprofloxacin wiesen samtliche
Chinolone, Aminoglykoside und Peneme keine VMF oder MF auf. Grinde der
Streuungen an VMF und MF verschiedener Studien kénnen zum Teil anhand
der getesteten Substanzen erklart werden. So machen bei Cueto et al.
Penizilline (mit und ohne BLI) und Cephalosporine mit 60% im Vergleich zu
ahnlichen Arbeiten den hochsten Prozentsatz der getesteten Substanzen aus.
Weitere Ursachen der Fehlerstreuungen kénnten Unterschiede in der Methodik

oder im Erregerspektrum sein (siehe 4.1.1.1).

Direkt aus Blutkulturen erstellte Agardiffusionstests (vorlaufige Antibiogramme)
wiesen in der Literatur Fehlerquoten von insgesamt unter 10% auf (43,68). Da

diese Studien aus den 80er Jahren stammen und eine Vielzahl anderer
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Antibiotika getestet wurde, sind deren Ergebnisse im Einzelnen mit denen der
vorgelegten Studie nicht mehr vergleichbar.

4.1.1.3 Penizilline mit BLI und Probleme der ,in vitro“ - Testung

Zur Beurteilung der Empfindlichkeit eines Keimes gegenlber Antibiotika
existieren verschiedene Tests. Unter Berlcksichtigung der therapeutischen
Breite eines Antibiotikums muss ein Resistenztest grundséatzlich zwei Kriterien
erfillen: Getestete Substanzkonzentrationen mussen in einem verninftigen,
patientenvertraglichen Bereich liegen. Des Weiteren muss definiert sein, wie
hoch das Ausmald der Keimtétung sein muss um einen Keim als sensibel fur
diesen Wirkstoff bezeichnen zu konnen (112). Zur Standardisierung
verschiedener Resistenztests werden von Experten Richtlinien ausgearbeitet
(z.B. CLSI). Die Tatsache, dass regelmafllig angepasste Richtwerte
vertffentlicht werden, zeigt die grundsatzliche Schwierigkeit einer korrekten
Labortestung. Darliber hinaus beeinflussen komplexe pharmakokinetische und
—dynamische Vorgadnge die Wirkung eines Medikaments im menschlichen
Korper (220). Anhand von Messung der Blutserumkonzentration im zeitlichen
Verlauf nach einer Applikation und der entsprechenden Klinik wird die
Ubertragbarkeit von ,in vitro* Tests am Lebenden untersucht und die Diagnostik
angepasst (105). Welche Konzentration eine Substanz an speziellen
Infektionsorten (aufRerhalb des Blutes) tatsachlich haben wird, ist nicht mit
absoluter Sicherheit vorhersehbar oder testbar (140). Ein Resistenztest kann

die Wirksamkeit eines Antibiotikums deshalb nicht garantieren.

Da Penizilline mit BLI aus zwei antimikrobiell wirksamen Einzelsubstanzen
bestehen, verstarken sich Probleme entsprechend. Zunachst stellt sich die
Frage, welches Konzentrationsverhéltnis  zwischen  Penizilin  und
Betalaktamase-Inhibitor (BLI) bei der Diagnostik gewahlt werden soll. Von der
Deutschen Industrie Norm (DIN) und der amerikanischen CLSI werden zur
Testung unterschiedliche Konzentrationsverhaltnisse und Breakpoints zur

Einteilung sensibler, intermedidrer und resistenter Keime empfohlen (204). Des
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Weiteren wurde festgestellt, dass bei der Resistenztestung von
Antibiotikakombinationen mit BLI zwischen unterschiedlichen standardisierten
Verfahren regelmaRig Diskrepanzen auftreten (109,175). Eine korrekte Testung
auf das Vorliegen von Resistenzen gegen Penizilline mit BLI scheint nicht nur in
der vorgelegten Arbeit, sondern generell ein Problem zu sein.

4.1.1.4 Zeitbedarf und Kosten

Der Zeitgewinn eines schnell erstellten Antibiogramms Kkorreliert mit einer
frihzeitig adaquaten antibiotischen Therapie (199). Wie bereits in der Einleitung
dieser Arbeit beschrieben kann eine schnelle mikrobiologische Diagnostik
Kosten und Letalitatt der Sepsis senken. Ein Antibiogramm und eine
biochemische Keimidentifizierung lagen durch das Studienverfahren rund 24
Stunden friher vor als der routinemaRig erhobene Endbefund. Gegenuber
vorlaufigen Antibiogrammen (Agardiffusionstests) wurde ein Zeitgewinn von
einigen Stunden ermittelt. Kumar et al. fanden heraus, dass nach Einsetzen
einer Hypotension bei Patienten im septischen Schock in jeder Stunde ohne
adaquate antibiotische Therapie des Uberleben sinkt (128). Erfolgte eine
wirksame antimikrobielle Behandlung innerhalb der ersten Stunde Uberlebten
79,9% der Patienten. In jeder weiteren der ersten sechs Stunden einer
Hypotension stieg die Letalitdt um 7,6% an. 9-12 Stunden Hypotension ohne
adaquate antibiotische Therapie Uberlebten nur 25,4% der Patienten. Da durch
das Studienverfahren ein Antibiogramm rund 24 Stunden friher vorlag, konnte
eine eventuell unwirksame antibiotische Behandlung gegentber der etablierten
Routinediagnostik frihzeitiger umgestellt werden. Patienten, die im Intervall
eines solchen Zeitgewinns in einen septischen Schock fallen wirden, wirden in
besonders hohem MalRe von dem getesteten Schnellverfahren profitieren. Da
Ergebnisse des Studienverfahrens friiher vorlagen als Ergebnisse vorlaufiger
Antibiogramme (Agardiffusionstests), koénnte bei dessen Einfihrung als
Routinestandard aus mikrobiologischer Sicht prinzipiell auf Agardiffusionstests
verzichtet werden. Damit lieRen sich Kosten sparen. Aus klinischer Sicht lie3e

ein Zeitgewinn ebenfalls positive 6konomische Auswirkungen, wie kirzere
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Liegezeiten von Patienten durch frihzeitigere Umstellung einer inadaquaten
antibiotischen Behandlung, erwarten (9,13,59,215). Wichtigster Aspekt der
Verfahrensetablierung muss allerdings die Letalitat septischer Patienten
bleiben. Wenn aufgrund fehlerhafter Antibiogramme Patienten falsch behandelt
werden, ware der Zeitgewinn des Schnellverfahrens nutzlos. Im klinisch-
therapeutischen Teil soll deshalb die Wahrscheinlichkeit einer inadaquaten
antibiotischen Therapie aufgrund der Fehlerrate des Studienverfahrens

besonders bertcksichtigt werden.

4.1.1.5 Grenzen

Zu bertcksichtigen bleiben Grenzen dieser Studie: Bei einer Fallzahl von 75
Proben ergeben sich Unsicherheiten bei der Detektionsgenauigkeit (vgl.
Konfidenzintervalle der speziellen Sensitivitaten). Des Weiteren ist die
Routinediagnostik im Vitek 2 zwar Goldstandard; dennoch ist diese als
Labortest nicht zu 100% reproduzierbar. Studien zeigten, dass auch eine
standardisierte Inokulation im System nicht vollig fehlerfreie Ergebnisse
garantieren kann (77,113,138,174). Kerremanns et al. konnten dartber hinaus
in ihrer Studie durch dritte Verfahren nachweisen, dass Diskrepanzen zwischen
Schnell- und Routineverfahren auch Fehler im  standardisierten
Routineverfahren zugrunde liegen kdénnen (120). So kodnnten gerade die
Ubereinstimmungen in Antibiogrammen des Studienverfahrens und des
Agardiffusionstests (vgl. Tabelle 6, Seite 45) mdglicherweise Fehler im
Routineverfahren sein. Das Ubersehen weiterer Fehler durch Ubereinstimmung
von Studien- und Referenzverfahren ist nicht ausgeschlossen. Durch die
Verwendung von mittlerweile tiberholten VITEK® 2-ID-GNB-Karten ergibt sich
eine weitere Grenze dieser Studie. Eine verbesserte neue Generation an
Karten erreichte in ersten Studien vor allem fir Non - Fermenter deutlich

bessere Identifizierungsraten (78,228).
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4.1.2 Klinisch-therapeutischer Tell

Eine optimale Labordiagnostik resultiert nur dann in einer optimalen
Behandlung, wenn der Kliniker sie effektiv zur Therapie nutzt. Eine umfassende
Beurteilung der Ergebnisse des mikrobiologisch-diagnostischen Teils dieser
Arbeit kann deshalb nur auf Grundlage klinischer Daten erfolgen. Wichtige
Fragen, die in diesem Zusammenhang geklart werden sollen, sind: Hat die
mikrobiologische Diagnostik Uberhaupt einen wesentlichen Einfluss auf die
Sepsistherapie? Welchen therapeutischen Stellenwert haben die im Studien-
verfahren starker fehlerbehafteten Penizilline mit BLI? Da die Beratung des
Klinikers zu den wichtigen Aufgaben der Mikrobiologie zahlt, sollen dartber
hinaus Moglichkeiten der Optimierung der antimikrobiellen Therapie anhand der
klinisch-therapeutischen Ergebnisse aufgezeigt werden. Durch eine verbesserte
Kommunikation zwischen Labor und Klinik lassen sich adaquatere Therapien

und Kostensenkungen erreichen (45,198,199).

4.1.2.1 Einfluss mikrobiologischer Diagnostik auf die antibiotische Therapie

Es lassen sich prinzipiell zwei Arten der Ubermittlung mikrobiologischer
Diagnostikergebnisse an die Klinik unterscheiden: Mikroskopische Vorbefunde
(Gram-Verhalten des Keims) werden unmittelbar nach Positivmeldung einer
Blutkultur (telefonisch und per Befundbericht) gemeldet. Dies dient zunachst
der Anpassung des antimikrobiellen Spektrums an gramnegative Erreger. Die
Ubermittlung von Antibiogrammen (Agardiffusionstest, Endbefund) hilft in
zweiter Instanz gezielt therapieren zu kénnen. Einerseits kdnnen Resistenzen
erkannt und inadaquate antibiotische Therapien entsprechend umgesetzt
werden. Andererseits ist eine Spektrumverminderung sowohl global als auch ftr
den Patienten wiinschenswert (siehe 4.1.2.3). In der vorgelegten Studie konnte
fur 31 Patienten (53%) ein direkter zeitlicher Zusammenhang zwischen
mikrobiologischer Diagnostikergebnisse und Anderung der antibiotischen
Therapie festgestellt werden. Fur elf Studienpatienten wurde nach Erhalt des
mikroskopischen Befundes (Gram-ldentifizierung) eine entsprechende

antibiotische Therapie eingeleitet. In sieben Fallen wurde durch Absetzen
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unwirksamer bzw. Uberflissiger Wirkstoffe das Spektrum vermindert. Am
Universitatsklinikum Tldbingen werden deutlich haufiger grampositive Keime aus
Blutkulturen diagnostiziert als gramnegative. Eine initiale antibiotische Therapie
orientiert sich deshalb nicht primar an einer gramnegativen Sepsis, was eine
maogliche Erklarung des grofen Einflusses des Gram-Befundes auf die
Therapie ware. Nach Erhalt des Antibiogramms wurde in acht Fallen dieser
Studie aufgrund von Resistenzen, in neun Fallen zur Spektrumverminderung
eine antibiotische Behandlung umgestellt. Da durch das Studienverfahren
schneller ein Antibiogramm erstellt werden kann, ist dieser Patientenanteil
(28%), deren antibiotische Therapie mit Hilfe des Antibiogramms angepasst
wurde, bei der spateren Nutzen-Schaden-Abwagung des Verfahrens von

besonderer Bedeutung.

Mikrobiologische Befunde standen in dieser Studie haufig im Zusammenhang
mit der Umstellung einer antibiotischen Therapie. Der Einfluss der mikrobio-
logischen Diagnostik auf die Klinik wird in der Literatur als insgesamt eher
gering beschrieben (33,88). Grund hierfir kénnte sein, dass bis zum Vorliegen
der Laborergebnisse stets Zeit vergeht. Eine am klinischen Bild orientierte
Initialtherapie kann in diesem Zeitraum bereits eine positive klinische Wirkung
zeigen, sodass eine Umstellung nicht mehr notig ware. Fur die Therapie
Schwerkranker hat die mikrobiologische Diagnostik hingegen eine hohe
Bedeutung: Bei einer Untersuchung an Intensivpatienten hatten mikro-
biologische Ergebnisse in 63% der Félle eine Umstellung der antibiotischen
Therapie zur Folge (47). Ahnliche Resultate zeigt die Literatur speziell fir die
Sepsis auf: In einer Studie von Cunney et al. wurde in 36% der Félle nach dem
mikroskopischen Befund (Gram-Praparat), in 50% nach Empfindlichkeitstests
eine Initialtherapie abgeandert (44). Fur 54% der Patienten wurde das
antimikrobielle Spektrum vermindert. Eine Untersuchung an Patienten mit
septischem Schock ergab eine antibiotische Therapieumstellung aufgrund
mikrobiologischer Befunde in 80% der Falle (134). Der Anteil an
Spektrumverminderungen betrug 64%. In einer Studie von Munsen et al. wurde

nach telefonischer Mitteilung des mikroskopischen Befundes (Gram-Befund)
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signifikant haufiger eine antibiotische Therapie umgestellt als nach Ubermittlung
von Antibiogrammen (161). Hingegen sind laut Arbo et al. Blutkulturergebnisse
nicht grundsatzlich wichtigste Faktoren bei der Wahl einer antibiotischen
Therapie (6). Fasst man diese Ergebnisse der Literatur zusammen, zeigt sich,
dass der Einfluss mikrobiologischer Diagnostik auf die antibiotische Therapie
von verschiedenen klinischen Parametern abhéngt: Je schwerer das
Krankheitsbild umso optimaler muss die Behandlung abgestimmt sein und
entsprechend héaufiger werden mikrobiologische Befunde zur Therapie-
anpassung herangezogen. Des Weiteren wird dieser Prozess der
Therapieanpassung auch in groBem Malf3e durch die Einbindung von Experten
wie Infektiologen und Mikrobiologen und Klinikindividuelle Behandlungs-

strategien mitbestimmt.

4.1.2.2 Klinischer Substanzgebrauch und spezielle Beurteilung der

mikrobiologisch-diagnostischen Ergebnisse im klinischen Kontext

Um die Ergebnisse des Schnellverfahrens besser beurteilen zu kdénnen,
missen diese in einen gréReren klinischen Kontext eingeordnet werden. Eine
der wichtigsten Fragen hierbei lautet: Rechtfertigt der Zeitgewinn durch das
Studienverfahren Fehlbeurteilungen in Antibiogrammen? Oberstes Kriterium
sollte in jedem Fall das Wohl des Patienten sein. Des Weiteren sind
okonomische Aspekte zu berlcksichtigen. Verschiedene Studien haben
gezeigt, dass sich falsche oder korrigierte mikrobiologische Befunde negativ auf
Klinik und Patient auswirken kdnnen (122,236). In diesem Kontext ist besonders
fur Blutkulturergebnisse auch mit Todesfallen zu rechnen. Da keine
diagnostische Methode 100%ige Sicherheit garantieren kann, bleibt die Frage
offen, welche Fehlerquoten maximal akzeptiert werden dirfen. Far
Resistenztestungssysteme haben im Laufe der Zeit verschiedene Autoren
unterschiedlich hohe Toleranzgrenzen vorgeschlagen (111,153). Die 1999 von
Ferraro et al. veroffentlichte Arbeit fordert, dass die Fehlerrate bei der
Resistenztestung eines Schnellverfahrens ingesamt unter 10% sein sollte,
davon <1,5% VMF und <3% MF (69). Wahrend sich Studien, die ahnliche
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Verfahren wie das in der vorgelegten Arbeit verwendete Schnellverfahren zur
Blutkulturdiagnostik verwendeten, bei der Bewertung ihrer Ergebnisse auf diese
Autoren berufen, soll die Eignung des vorliegenden Studienverfahrens anhand

der eigenen klinischen Ergebnisse diskutiert werden.

Zur Beurteilung der Qualitdt eines Schnellverfahrens ziehen Autoren wie
Ferraro et al. haufig die Gesamtrate an VMF, MF und mF heran. Aus der
Tatsache, dass nicht alle getesteten Wirkstoffe den gleichen therapeutischen
Stellenwert besitzen, ergibt sich das Problem der ,Gleichmachung®. Wie stark
negativ sich diagnostische Fehler klinisch auswirken, hangt nicht nur von der
Gesamtfehlerrate, sondern von der Anwendung des einzelnen, fehlgetesteten
Antibiotikums bei der Therapie ab. Da in der vorgelegten Studie ausschlie3lich
Peniziline mit Betalaktamase-Inhibitor (BLI) VMF oder MF aufwiesen, soll im
Folgenden die Bedeutung dieser Substanzklasse als klinisches Therapeutikum

dargestellt werden.

Peniziline mit BLI waren in dieser Studie nach Chinolonen die klinisch am
zweithaufigsten verwendete Wirkstoffklasse. Insgesamt erhielten im klinischen
Teil dieser Studie 27 Patienten (44,3%) Penizilline mit BLI. 12 (19,7%)
Patienten wurden mit SAM (Ampicillin/Sulbactam) behandelt, 15 (24,6%) mit
TZP (Piperacillin/ Tazobactam) bzw. den jeweiligen Wirkstoffaquivalenten
(siehe 2.2.2.1.2). Es liegen keine Daten vor, die speziell den
Antibiotikagebrauch fur die gramnegative Sepsis aufzeigen. In einer Studie an
septischen Patienten waren die am haufigsten verwendeten Einzelwirkstoffe in
absteigender Reihenfolge Vancomycin, Ceftazidim, Ciprofloxacin, Gentamicin
und Piperacillin/ Tazobactam (146). Die laut der 2004 verotffentlichten SARI-
Studie (Surveillance der Antibiotika-Anwendung und der bakteriellen
Resistenzen auf Intensivstationen) auf deutschen Intensivstationen am
haufigsten verwendeten Antibiotika waren Penizilline mit BLI, gefolgt von
Cephalosporinen (2. und 3. Generation), Chinolone und Carbapeneme (154).

An Universitatskliniken sowie regionalen Krankenhduser in Sudwestdeutsch-
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land waren Betalaktam-Antibiotika vor Fluorchinolonen die am haufigsten
verwendeten Substanzgruppen (54,119). Fir unterschiedliche Fachbereiche
wurden z.T. erhebliche Schwankungen bevorzugter Wirkstoffe festgestellt.
Zusammenfassend lasst sich feststellen, dass Penizilline zu den am haufigsten
verwendeten Wirkstoffen Gberhaupt gehdren und auch einen hohen Stellenwert

speziell fur die Sepsistherapie haben.

Folgende Grinde konnten Abweichungen im Substanzgebrauch in dieser
Studie gegenuber der Literatur zugrunde liegen: Chinolone werden haufig bei
Harnwegsinfekten verwendet (vgl. Studienabschnitt Urinproben). Da der
Harntrakt oft Quelle einer Sepsis mit gramnegativen Keimen ist, lasst sich der
hohe Verbrauch an Chinolonen in der vorgelegten Studie erklaren. Wéahrend
eingeschrankte Wirkspektren von Cotrimoxazol und Penizillinen ohne BLI
Grund fur deren geringen Therapieeinsatz in der vorgelegten Studie sein
konnten, erstaunt der seltene Gebrauch von Cephalosporinen. Ein mdglicher
Grund hierfur kdnnte sich aus dem gehauften Auftreten von Enterokokken und
einem Ausbruch von Vancomycin-resistenten Enterokokken (VRE) an der
Universitat Tubingen wahrend des Studienzeitraums ergeben. Der Verbrauch
an Cephalosporinen kénnte reduziert worden sein um den Selektionsdruck fur

derartige multiresistente Keime maglichst gering zu halten.

Die fehlerhaft getesteten Wirkstoffe (SAM, TZP) haben sowohl in dieser Studie
als auch generell bei der antibiotischen Therapie einen hohen Kklinischen
Stellenwert. Da Penizilline ein geringes Nebenwirkungspotential besitzen (v.a.
Allergien) und relativ kostengiinstig sind, haben die MF im Studienverfahren
durchaus therapeutische Relevanz. In wieweit ein MF tatséachlich mit negativen
klinischen Effekten (Kostenhebung durch Anwendung teurerer Substanzen,
Schadigung des Patienten durch nebenwirkungsstéarkere Wirkstoffe) assoziiert
ware, lasst sich nur relativ ungenau vorhersagen. Im Ergebnisteil dieser Studie
wurden  fur das  klinische  Wirksamwerden der MF  folgende
Wahrscheinlichkeiten berechnet: MFsaw = 0,0026 (0,26%), MF1z = 0,0027
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(0,27%). Bei Etablierung des Studien- als Routineverfahren wirden diese
Fehler Folgendes bedeuten: Von 10 000 Sepsispatienten wirden etwa 26
Patienten, die mit SAM behandelt worden waren, nicht mit dem entsprechenden
Wirkstoff therapiert werden, weil Keime aufgrund eines MF im Antibiogramm
des Studienverfahrens als falsch-resistent erscheinen. Entsprechendes gilt fur
eine mogliche Therapie mit TZP. Ob der alternative Wirkstoff teurer ware oder
durch Nebenwirkungen den Patienten schadigen wirde, kann aus den Daten
dieser Studie nicht vorhergesagt werden. Andererseits kdnnte ein Patient auch
durch einen MF profitieren, wenn er als bisher nicht bekannter Allergiker gerade
kein SAM oder TZP erhalten wiirde. Auf eine genaue statistische Wahrschein-
lichkeitsberechnung der MF wurde aufgrund dieser ungenauen Vorhersag-

barkeit im Ergebnisteil dieser Arbeit verzichtet.

Der fur SAM aufgetretenen VMF in dieser Studie wurde fur eine Etablierung des
Studien- als Routineverfahren hingegen schwerwiegendere negative Effekte fur
das klinische Outcome erwarten lassen. Ein VMF muss jedoch nicht
zwangslaufig mit einer inadéaquaten antibiotischen Behandlung assoziiert sein.
Eine unwirksame Therapie resultiert nur dann, wenn eine Monotherapie mit
dem falsch getesteten Wirkstoff vorliegt oder gegen Substanzen einer
Kombinationstherapie ebenfalls Resistenzen vorliegen. In dieser Studie wurden
sechs Monotherapien mit SAM (davon 3x durchgehend, 1x nur vor, 2x nur nach
mikrobiologischer Diagnostik) und eine Kombinationstherapie mit einem
resistent getesteten Aminoglykosid (GM) festgestellt. Ein weiterer Aspekt
betrifft die Beobachtung, dass trotz korrekter Testung ,inadaquate* Therapien
resultieren konnen. In drei Fallen dieser Studie wurde eine laut Antibiogramm
gramnegativ-unwirksame Therapie (Resistenzen gegen verwendete Wirkstoffe)
nicht umgesetzt. Den Akten all dieser Patienten konnten Eintrdge uber ein
verbessertes klinisches Krankheitsbild (Entfieberung u.a.) entnommen werden,
weshalb antibiotische Behandlungen mdglicherweise nicht verandert wurden.
Als Ursache hierfur konnte die bereits diskutierte Problematik der
Ubertragbarkeit der ,in vitro* - Resistenztestung von Penizillininen mit BLI auf

Situationen ,in vivo* zugrunde liegen.
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Unabhéangig solcher im Einzelfall auftretender und nicht vorhersehbarer Effekte,
wurde im Ergebnisteil die klinische Auswirkung eines VMF berechnet: Bei
Etablierung des Studienverfahrens ware gegenuber dem Routineverfahren die
Wahrscheinlichkeit einer inadaquaten Therapie aufgrund des VMF, d.h. einer
Therapie mit SAM gegen einen falsch sensibel-getesteten resistenten Keim, um
0,11% hoher (Berechnung und deren Erklarung siehe Abbildung 9, Seite 52).
Zu beachten bleibt, dass Berechnungen aus Daten dieser Studie erfolgten und
sich entsprechend groRe Unsicherheiten aus Konfidenzintervallen und
Resistenzraten ergeben. Im klinisch-therapeutischen Teil dieser Studie wurde
bei 17 der 61 Patienten eine antibiotische Therapie mit Hilfe des Antibiogramms
angepasst. Der Zeitgewinn durch das Studienverfahren lieRe im Umkehrschluss
fur mindestens 28% der Falle sowohl klinische als auch 6konomische Vorteile

erwarten (siehe 4.1.1.4).

4.1.2.3 Leitlinien und ,die optimale antibiotische Therapie*

In einer Studie von Malacarne et al. wurden 99% aller septischen Patienten
antibiotisch behandelt (146). Dies zeigt, dass die Sepsis fast immer mit einer
antibiotischen Therapie assoziiert ist. 93% der Falle erhielten eine breite
Initialtherapie. Dass die antibiotische Behandlung zu den wichtigsten
MalRnahmen der Sepsisbehandlung zahlt, bestatigt auch die Auswertung der
Patientenakten: Nach mikrobiologischem Nachweis einer gramnegativen
Infektion wurde in dieser Studie nur ein Patient nicht antibiotisch behandelt. Die
Blutkulturflasche dieses Patienten wurde erst nach 45 Stunden vom Bactec —
Gerat positiv gemeldet. Wahrend dieser Zeit trat laut Pflegebericht bereits eine
klinische Besserung ein, so dass in diesem Fall keine antibiotische Therapie
mehr notig erschien. Die Gabe von Antibiotika ist jedoch nicht zwangslaufig mit
adaquater Behandlung gleichzusetzen. Es miussen individuell fir jeden
Patienten die richtigen Wirkstoffe gewahlt werden.
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Die ,optimale und universelle® antibiotische Therapie existiert nicht, allerdings
gelten einige Grundsatze fur jede Art der antiinfektiosen Behandlung: Im
Zentrum steht der Patient, dessen Leiden (in diesem Fall die Infektion)
maoglichst schnell und mit geringen Nebenwirkungen beseitigt werden soll. Aus
Okonomischen Grinden sollten dariber hinaus in erster Linie kostengunstige
Substanzen bevorzugt werden. Durch verninftigen Wirkstoffgebrauch gilt es
der nationalen und globalen Zunahme an Resistenzraten entgegenzuwirken
(73,124,142,179). Grundprinzip jeder antimikrobiellen Therapie sollte der
Leitsatz sein: ,So breit wie nétig, so schmal wie moglich.“ Von einer solchen
Strategie profitieren Patient und Klinik (94). Vorteile einer schmalen gegentber
einer breiten antibiotischen Therapie sind Kostensenkung, Reduktion der
Toxizitat und Minimierung der Entwicklung von Resistenzen gegen Antibiotika
(15,41,95). Durch Anwendung von Antiinfektiva wird das Gleichgewicht der
humanen Mikroflora gestort (211). Das Risiko einer Superinfektionen mit
resistenten Erregern wie Clostridium difficile, Enterokokken oder Candida ist bei
einer breiten Therapie erhoht (21,52,189). Eine schmale Behandlung kann
deshalb indirekt die Morbiditat und Mortalitdt senken (48,170). Erfahrene
Infektiologen koénnen in vielen Fallen bereits initial mit eingeschranktem
Spektrum therapieren (12,71). Die bestmdgliche Anpassung einer
antibiotischen Therapie kann vielfach jedoch erst nach Vorliegen
mikrobiologischer Ergebnisse erfolgen (32,222).

Doch wie hat im Einzelfall eine antimikrobielle Behandlung auszusehen? Zur
Orientierung und Hinfuhrung auf eine individuell optimale antibiotische
Therapie werden von verschiedenen nationalen und internationalen
Expertengruppen standig aktualisierte Leitlinien ausgearbeitet. Aufgrund hoher
Letalitatsraten kommen zur Qualitatssicherung der Sepsistherapie Leitlinien
eine besondere Bedeutung zu (42,89). Durch gute Compliance lassen sich
Befunde in eine verbesserte Therapie umzusetzen und Kosten reduzieren
(14,86). Von verschiedenen Expertengruppen ausgearbeitete Empfehlungen
zur antimikrobiellen Behandlung der Sepsis stimmen in grof3en Teilen Uberein

(19,21,22), Unterschiede liegen in Details. Bei Verdacht auf Sepsis sollte eine
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Initialtherapie zunachst breit begonnen werden. Ein moglicher Infektionsherd,
die lokale Resistenzlage, Ort der Infekterwerbung (ambulant, nosokomial) sowie
Patienten-individuelle Faktoren (Allergien, Begleiterkrankungen, Allgemein-
zustand) sollten bei der Wahl geeigneter Wirkstoffe berticksichtigt werden.
Nach Identifizierung von Keimen sollte gezielt und mit vermindertem Spektrum
weiterbehandelt werden. Altere Leitlinien empfehlen fir die Behandlung
gramnegativer Keime zum Teil noch eine Kombinationstherapie. In neueren
Studien zeigten sich Monotherapien in den meisten Fallen (Ausnahme:
Pseudomonas aeruginosa) als gleichwertig (121,196). Nach Erhalt des
Antibiogramms sollte die Therapie schmalstmdglich fortgefiihrt werden (52). Die
Paul-Ehrlich-Gesellschaft (PEG) empfiehlt folgende Wirkstoffe zur Therapie der
gramnegativen Sepsis: Acylaminopenizilline mit BLI, Chinolone (2. oder 3.
Generation), Cephalosporine (3. Generation), Carbapeneme fir Entero-
bacteriaceae und eine Kombinationstherapie aus Pseudomonas-wirksamem
Beta-Laktam-Antibiotikum und Chinolon/ Aminoglykosid fir Pseudomonas
aeruginosa (22). Vielfach werden Leitlinien nicht in die Praxis umgesetzt. Mol et
al. stellten eine Compliance von 53% fur die Sepsis- und 40% fiur die HWI-
Therapie mit derartigen Empfehlungen fest (158). Neben Leitlinien ist auch der
Einfluss der Mikrobiologie auf einen rationalen Antibiotikagebrauch signifikant
hoch (210).

Anhand der Studienergebnisse sollen dem Kliniker im Folgenden Moglichkeiten
eines verbesserten Wirkstoffeinsatzes aufgezeigt werden. Leitlinien zum
Wirkstoffgebrauch wurde im klinischen Teil der vorgelegten Studie mit einigen
Einschrankungen entsprochen: Haufig verwendete Aminopenizilline mit BLI
(SAM) werden von der PEG nicht grundséatzlich zur Therapie gramnegativer
Bakterien empfohlen. Dennoch mag bei Sensibilitit des Keimes und leicht
ausgepragter Klinik ein Gebrauch dieser Substanzgruppe durchaus
gerechtfertigt sein (z.B. aus Kostengrinden). Eine vor mikrobiologischer
Diagnostik bestehende antibiotische Therapie wurde Uberwiegend breit
begonnen. Fir 36% der Patienten wurde das Spektrum vermindert. Dennoch

erhielten nach Vorliegen des Endbefundes noch 13 Patienten eine
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Kombinationstherapie aus gramnegativ-wirksamen Substanzen. 14 weitere
Patienten wurden mit breit wirksamem Meropenem weitertherapiert, obwohl das
Antibiogramm vielfach sensible Alternativen aufzeigte. Auch wenn Koinfekte
oder sehr schwere Krankheitsverlaufe die Fortfihrung einer breiten Therapie
durchaus rechtfertigen kdnnen, blieb das Potenzial mikrobiologischer Befunde
zur Spektrumverminderung in der vorgelegten Arbeit vielfach nicht optimal
genutzt. Andere Studien zeigen ebenfalls, dass trotz mikrobiologischer Befunde
haufig breit weitertherapiert wird: Bei Buising et al. blieb in 30% der Falle eine
maogliche Spektrumverminderung der antibiotischen Therapie nach Vorliegen
von Antibiogrammen aus (31). Seit den 90er Jahren nimmt generell der
Verbrauch an Breitspektrumantibiotika zu (84,169). Einige Experten haben
deshalb vorgeschlagen bei hochsensiblen Keimen auf die Angabe von
Reserveantibiotika (Meropenem u.a.) im Laborbefund vollig zu verzichten um
den Kliniker auf eine optimale Behandlung hinzufihren (45,57). Bouza et al.
konnten speziell fur Blutkulturergebnisse positive dkonomische Effekte durch
Addition von Therapie-Empfehlungen zu normalen mikrobiologischen Befunden

(Identifizierung, Antibiogramm) nachweisen (25).

4.1.2.4 Grenzen

Die Bewertung des Einflusses mikrobiologischer Diagnostik auf die klinische
Therapie erfolgte anhand der Patientenakten. Dokumentiert wurde ein zeitlicher
Zusammenhang zwischen dem Vorliegen mikrobiologischer Befunde und
Umstellungen der antibiotischen Behandlung, die nicht zwangslaufig kausal
miteinander verknupft sein mussen. Letztendlich kann nicht mit 100%iger
Sicherheit geschlossen werden, dass der Befund auch Grund der Umstellung
war. Weitere Grenzen des Klinischen Teils dieser Studie liegen insofern vor,
dass die Aktenauswertung auf antibiotische Therapien beschrankt blieb. Es
wurden keine Diagnosen, Krankheitsstadien, Grunderkrankungen oder
zusatzliche Infektionen mit anderen Keimen bertcksichtigt. Neben
mikrobiologischen Befunden spielen diese Parameter bei der Wahl geeigneter

Antibiotika ebenfalls eine wichtige Rolle. Bei entsprechender Kklinischer
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Indikation lie3e sich eventuell ein Antibiotikaeinsatz rechtfertigen, der aus rein
mikrobiologischer Sicht nicht als optimal beurteilt werden wirde. Ein weiteres
Problem ergibt sich aus der Einstufung von Wirkstoffen als &quivalent zu
getesteten Substanzen, die in ihrer Wirksamkeit ja nicht vollig identisch sind. Im
Falle Ampicillin/ Sulbactam und Amoxicillin/ Clavulansaure, mit dem Kklinisch
ausschlief3lich therapiert wurde, tritt diese Problematik aufgrund des VMF im
Studienverfahren besonders in den Vordergrund. Des Weiteren wurde bei der
Berechnung der Wabhrscheinlichkeit eines klinisch wirksamen VMF
ausschlief3lich Daten aus dieser Studie verwendet. Unsicherheiten ergeben sich
aus Konfidenzintervallen und Resistenzraten. In wie weit ein VMF tatsachlich
Einfluss auf die Mortalitéat hatte, lieRe sich nur in einer prospektiven klinischen

Studie zweifelsfrei klaren.

4.2 Urinproben und Harnwegsinfektion

Da Harnwegsinfektionen zu den haufigsten Infektionen Uberhaupt z&éhlen,
kommt eine Verbesserung der Urinprobendiagnostik vielen Patienten zu Gute:
Je friher ein Befund vorliegt umso eher kann adaquat behandelt werden, was
wiederum Komplikationen verhindern kann. Zur Bewaltigung der grof3en Menge
taglich eingelieferter Urinproben sind dariber hinaus fiir ein mikrobiologisches

Labor schnelle, rationale Verfahren unbedingt erforderlich.

4.2.1 Genauigkeit des Uro-Quick — Systems

4.2.1.1 Urinprobenscreening

In der vorgelegten Studie wurden Urinproben, die von der Universitatsklinik
Tlbingen in das Institut fir Medizinische Mikrobiologie und Hygiene eingeliefert
wurden, parallel zum Routineverfahren standardisiert im Uro-Quick™ 60 - Gerat
(ALIFAX S.p.A.) inkubiert und verglichen. Das System erreichte im Test eine
Gesamtsensitivitat von 87,1% (Gesamtspezifitat = 94,9%, positiver pradiktiver
Wert (PPW) = 92,8%, negativer pradiktiver Wert (NPW) = 90,7%). Da bei
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Harnwegsinfektionen oft Leukozyten im Urin nachgewiesen werden kdnnen, ist
die Durchfihrung eines einfachen Leukozytentests als Urinprobenscreening
sehr beliebt. In einem zweiten Schritt wurden in der vorgelegten Studie
Ergebnisse solcher routinemafig durchgefihrter Leukozytentests zu denen des
Uro-Quicks hinzugezogen. Dadurch konnten zusatzlich keimhaltige Urinproben
erkannt werden, die im Uro-Quick negativ-gescreent worden waren. Unter
Einbezug des Leukozytentests berechneten sich Genauigkeitsparameter fur
das Gerat folgendermalRen: Sensitivitat = 91,8%, Spezifitdat = 88,1%, PPW =
85,4%, NPW = 93,4%.

Als wichtigster Parameter bei der Beurteilung der Genauigkeit eines
Screeningsystems wird die Sensitivitdt angesehen. Aus der grof3en Anzahl an
Urinproben gilt es zunachst diejenigen auszuschlieR3en, die keine Pathologie
aufweisen. Eine ausgedehnte Diagnostik ist aus 6konomischer Sicht nur flr
Patienten sinnvoll, aus deren Proben mit hoher Wahrscheinlichkeit ein HWI
nachzuweisen ist. Screeningsysteme wie das Uro-Quick sollen helfen aus der
Vielzahl an Urinproben die nicht relevanten (d.h. erregerfreien) auszufiltern und
damit Kosten fir die weitere Diagnostik moglichst gering zu halten. Da eine
Vielzahl von Urinproben mit Keimen der physiologischen Flora kontaminiert ist,
stellt sich die Frage, wie diese bei der Bewertung eines Screeningssystems
eingeordnet werden sollen. Bei der Berechnung der Genauigkeitsparameter
(Sensitivitat, Spezifitat, PPW, NPW) wurden im Ergebnisteil Urinproben, in
deren Kulturen des Routineverfahrens nur Kontaminaten anwuchsen, nicht
miteinbezogen. Laut den MiQ-Richtlinien spricht der Nachweis von als
Kontaminanten definierten typischen Keimen der physiologischen Flora nicht fur
einen Harnwegsinfekt (79). Soll ein Screeninggerat derartige Kontaminanten
bereits aussondern kénnen oder ist die Differenzierung zwischen typischen
Harnwegserregern und Kontaminationen Aufgabe der weiterfihrenden
Diagnostik? Im  Ergebnisteil wurden  Genauigkeitsparameter  unter
unterschiedlicher Einordnung von Urinproben mit Kontaminanten mehrfach
berechnet (siehe 3.2.1.2). Sollen derartige Proben vom Uro-Quick positiv-

gemeldet werden, ergab sich eine Sensitivitat von 75,6%. Soll das System
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Urinproben mit Kontaminanten jedoch nicht melden, da diese keine typischen
HWI-Erreger enthalten, errechnete sich eine Sensitivitat von 87,1%. Diese
Berechnungen verdeutlichen, dass die Bewertung von kontaminierten
Urinproben, statistische Genauigkeitsparameter in erheblichem Malie
beeinflussen. Aus diesem Grund wurden Sensitivitaten des Uro-Quick fir die
wichtigsten HWI-Erreger im Einzelnen berechnet.

Die Detektionsgenauigkeit des Uro-Quick — Systems erwies sich als in
erheblichem MaRe keim- und keimzahlabhangig: Wahrend das Gerat fur
Keimzahlen > 10°/ml nahezu 100% der HWI-Erreger erkannte, fiel die
Detektionsgenauigkeit fir geringere Keimzahlen deutlich auf 0,0% - 66,7% ab.
Zwar konnte die Gesamtsensitivitdit unter Einbezug des Leukozytentests
insgesamt auf 91,8% erhoht werden, fur einzelne Keime blieb die
Detektionsgenauigkeit jedoch unverandert. Bei Keimzahlen tiber 10°/ml spricht
man von einer signifikanten Bakteriurie, die neben anderen Parametern ein
wichtiges Kriterium bei der Abschatzung einer Infektion darstellt. Unter
bestimmten Vorraussetzungen (z.B. bei durch Blasenpunktion gewonnenem
Urin) kann ein HWI jedoch auch bei geringeren Keimzahlen vorliegen. Ein
Screeninggerat sollte deshalb auch eine geringere Menge an Keimen
detektieren kdnnen. Die hoéchsten Sensitivitaten erreichte das System fir
gramnegative Stdbchen. Unter Einbezug des Leukozytentests konnten
Sensitivitaten von 98% flr Enterobacteriaceae und 100% fir Non-Fermenter
erreicht werden. Bei der Detektion von Enterococcus faecium trat mit 53,8% die
geringste Gesamtsensitivitat auf. Andere Keime erkannte des Uro-Quick —
System mit einer Sensitivitat von 85,7 - 92,7%. Grund dieser starken
Schwankungen der Detektionsgenauigkeiten kdnnte die Zusammensetzung des
Wachstumsmediums oder die Bebrutungsdauer des Systems sein. Da
schnellwachsende  gramnegative  Stabchen  haufigste  Erreger von
Harnwegsinfektionen sind, kénnte der Hersteller des Uro-Quick Medien und
Bebrutungsdauer speziell auf diese abgestimmt haben. Gerade Enterokokken
wachsen auf konventionellen Medien eher langsamer (61).
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Zum Uro-Quick — System existiert wenig internationale Literatur (58,194).
Entsprechende Studien hatten darlber hinaus andere Intentionen, so dass
keine direkt vergleichbaren Ergebnisse vorliegen. In einer spanischsprachigen
Publikation betrug die Sensitivitat des Gerates 96,7% (Inkubationszeit: 195 min)
bzw. 95,5% (Inkubationszeit: 235 min) (221). Weitere Parameter wurden wie
folgt ermittelt: Spezifitat = 88,8% / 81,0%, NPW = 99,1% / 98,4%, PPV =
67,9% / 58,7%. Die gegenuber der vorgelegten Arbeit erhohte Sensitivitat l&asst
sich dadurch erklaren, dass sich Velasco et al. bei der Bewertung der
Screeninggenauigkeit auf Keimzahlen >10*ml beschrankten. Dariiber hinaus
gibt diese Studie keine Unterscheidung der Detektionsgenauigkeit flr
Einzelkeime an. Neben dem Uro-Quick existiert eine Vielzahl weiterer
(halb)automatisierter Screeningsysteme fur Urinproben wie das Coral
UTIscreen® System (Coral Biotechnology) und andere. Die Keimdetektion
basiert auf den unterschiedlichsten Technologien, von denen sich jedoch keine
als absolut Gberlegen herausstellte. Bei unterschiedlichen Studienbedingungen
wurden fir verschiedene Screeninggerate Sensitivitdten zwischen rund 86%
und 95% ermittelt (100,177,201).

Bei unkomplizierten HWIs werden in rund 90% der Féalle gramnegative
Stabchen (Uberwiegend  Escherichia coli) nachgewiesen (114). In der
vorgelegten Arbeit wurde ein Keimspektrum mit einem relativ hohen Anteil an
grampositiven Kokken und Pilzen ermittelt. Derartige Keime verursachen in der
Regel komplizierte Harnwegsinfekte. Da ein Grof3teil der getesteten Urinproben
stationdren Bereichen der Universitatsklinik Tdbingen entstammte, war ein
derartiges Spektrum zu erwarten. Ob die Detektionsgenauigkeit eines
Screeningsystems ausreichend ist, muss sich am zu erwartenden
Erregerspektrum einer Klinik orientieren. Aufgrund der hohen Sensitivitat des
Uro-Quick fur gramnegative Keime scheint das System flr ambulante Bereiche,
wo unkomplizierte Harnwegsinfekte deutlich dominieren, als gut geeignet. Ein
mikrobiologisches Institut wie Tldbingen mit einem hohen Anteil an komplizierten
HWIs bendétigt hingegen ein Screeningssystem das auch (oder ganz besonders)

Problemkeime wie Enterokokken adaquat detektieren kann.
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4.2.1.2 Grenzen

Zwar weist diese Studie insgesamt eine hohe Anzahl an Proben auf, dennoch
bleibt die Aussagekraft fur einzelne Keime aufgrund geringer Fallzahlen
eingeschrankt. Als diskussionswurdig ist dartber hinaus die Einordnung von
kontaminierten Proben anzusehen. In der vorgelegten Arbeit wurden
Urinproben mit Kontaminanten separat aufgefuihrt und bei der Berechnung der

Genauigkeitsparameter des Uro-Quick nur in zweiter Instanz beriicksichtigt.

4.2.2 Schnellverfahren zur Antibiogrammerstellunga  us Urinproben

4.2.2.1 Mikrobiologisch-diagnostischer Tell

An einem Universitatsklinikum wie Tubingen ist der Anteil an Patienten mit
kompliziertem HWI gegeniber unkomplizierten erhéht. Wahrend Erreger
unkomplizierter Infektionen meist hochsensibel sind und in der Regel ohne
Antibiogramm therapiert werden, weisen Keime komplizierter HWIs hé&ufig
Resistenzen gegen verschiedene Wirkstoffe auf. Zur schnellen Erstellung eines

Antibiogramms wurde in der vorgelegten Arbeit ein Schnellverfahren evaluiert.

422.1.1 Resistenzen gegen Antibiotika

Von verschiedenen Fachbereichen der Universitatsklinik Tibingen eingelieferte
Urinproben wurden im Studienverfahren im Uro-Quick inkubiert. Aus positiv-
gemeldeten Proben wurde ein mikroskopisches Praparat erstellt. Zeigte dieses
gramnegative Stdbchen wurde ein standardisierter Agardiffusionstest
durchgefiihrt, der am darauffolgenden Tag abgelesen wurde. Ergebnisse der
Routineverfahren galten als ,Goldstandard“, mit denen Ergebnisse der
Studienmethode  verglichen wurden. In 20 Antibiogrammen des
Studienverfahrens traten an Fehlern auf: 1 VMF (0,4%), 1 MF (0,4%) und 14
mF (5,9%). Ampicillin/ Sulbactam (SAM) wurde mit einem VMF fehlbeurteilt,
Cefuroxim (CXM) mit einem MF.
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Prinzipiell gelten die Probleme der ,in vitro* — Testung (siehe 4.1.1.3) auch fur
Urinproben. Da die Niere die Konzentration des Harns in einem weiten Bereich
regulieren kann, stellt sich die ,in vivo“ — Ubertragbarkeit von Ergebnissen der
Resistenztestung als besonders schwierig dar. Anhand verschiedener
pharmakokinetischer und —dynamischer Parameter wird versucht, Dosierung
von Antibiotika entsprechend anzupassen (75,151). Gupta et al. wiesen anhand
des klinischen Outcomes nach, dass im Falle Cotrimoxazol die ,in vitro* —
Resistenztestung fur 50-60% der Patienten mit ambulantem HWI eine
Fehltherapie nach sich zieht (91).

Zu der in dieser Studie getesteten Kombination aus Uro-Quick und
Agardiffusionstest existieren bislang keine Studien. Jedoch wurden
Schnellverfahren  zur  Antibiogrammerstellung aus  Urinproben  (d.h.
Antibiogramme wurden direkt aus einer Urinprobe erstellt, nicht aus einer
Subkultur) ohne Einbezug eines Screeningsystems bereits getestet. Bei
Johnson et al. wies ein derartiger Direkttest (Agardiffusionstest) eine
Fehlerquote von 0,8% VMF, 0,6% MF und 3,1% mF auf (106). Gute Ergebnisse
wurden bei hohen Keimzahlen, Reinkulturen und Escherichia coli erreicht.
Oakes et al. fanden in einer Studie heraus, dass Fehlerquoten zwischen einem
Direkttest und einem standardisiertem Agardiffusionstest bzw. zwei
standardisierten Agardiffusionstests nahezu gleich waren (173). Wenn zwei
standardisierte Tests schon Abweichungen zeigen, lasse sich auch ein
gewisses Mal3 an Fehlbeurteilungen im Direkttest tolerieren.

Im Verlauf der vorgelegten Arbeit wurde das Uro-Quick — System technisch
weiterentwickelt: Spezielle Inkubationsldsungen und Verfahren wurden
entwickelt, mit deren Hilfe Resistenzmarker oder Antibiotikaresistenzen von
Keimen direkt im Gerat nachgewiesen werden konnen. Erste Studien
ermittelten schnelle und zuverlassige Ergebnisse flir diese neuen Detektions-
verfahren (194,195).
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42.2.1.2 Grenzen

Einschrankungen der Aussagekraft dieser Studie ergeben sich in erster Linie
aufgrund geringer Fallzahlen. Dies lasst sich aus der Gro3e der
Konfidenzintervalle ersehen. Eine mdglicherweise nicht ausreichende
Standardisierung der Agardiffusionstests stellt sich als weitere Limitation dieser
Studie dar. Bei der Einstellung einer Tribung von 0,6 nach McFarland wurde

eine Streuung von 0,55-0,65 akzeptiert.

4.2.2.2 Klinisch-therapeutischer Teil

42221 Einfluss mikrobiologischer Diagnostik auf die Therapie

Da eine Harnwegsinfektion zunéchst nicht in dem MalRe lebensbedrohlich ist
wie eine Sepsis, spielt der Faktor Zeit in der mikrobiologischen
Urinprobendiagnostik eine geringere Rolle. Das Wachstum eines nach
Gramverhalten und Morphologie klassifizierten Erregers in signifikanter
Keimzahl, also der mikrobiologische Nachweis eines HWI, wird als erster
Befund an die Klinik gemeldet. Ein anschlieRend angefertigtes Antibiogramm

sowie die Identifizierung werden nach Fertigstellung nachgereicht.

In der vorgelegten Studie standen Antibiogramme in nur einem Fall im
zeitichem Zusammenhang mit einer antibiotischen Therapieumstellung: Es
wurde von Ciprofloxacin auf Levofloxacin umgestellt (gegen beide Substanzen
waren Keime im Antibiogramm resistent!). Eine Therapie wurde in allen
anderen Fallen nach Erhalt der oben beschriebenen Grobklassifizierung des
Erregers initiiert. Anhand dieser Ergebnisse lasst sich vermuten, dass der
mikrobiologische Nachweis einer Infektion in Form dieser Klassifizierung in den
meisten Fallen fir eine adaquate Behandlung ausreichend ist. Ein
nachgereichtes Antibiogramm scheint nur dann von Bedeutung zu sein, wenn
eine Resistenz gegentber dem initial verabreichten Antibiotikum besteht. Eine
geringe Bedeutung von Empfindlichkeitstests fur die HWI-antibiotische Therapie

stellte Barnes bereits 1980 fest (10). Bei Kuijper et al. beeinflussten hingegen
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Identifizierungen und Antibiogramme die Behandlung deutlich (127). Tan et al.
konnten ebenfalls einen hohen Einfluss von Antibiogrammen auf die Therapie
von Harnwegsinfektionen fur Allgemeinarztpraxen nachweisen (212). Diese
Unterschiede des Einflusses mikrobiologischer Befunde auf die Therapie in der
Literatur lassen sich vermutlich auf unterschiedliche Erregerspektren und
verschiedene Ausgangssituation von ambulanten und stationéren Einrichtungen
zurtckfuhren. Ambulante HWIs werden in den meisten Fallen durch
hochsensible Erreger verursacht und verlaufen Uberwiegend unkompliziert. In
der Regel kann ohne ein Antibiogramm erfolgreich therapiert werden. Macht
das Auftreten von komplizierten oder rezidivierenden Infektionen mit resistenten
Keimen im ambulanten Bereich die Anforderung eines Antibiogramms notig, so
wird dessen Einfluss auf die Therapie auch entsprechend hoch sein. Im
stationéren Bereich hingegen, wo komplizierte HWIs dominieren, werden in der
Regel routinemallig Antibiogramme angefordert. Gleichzeitig wird am zu
erwartenden Erregerspektrum orientiert initial meist breiter therapiert, so dass
sich der Einfluss von Antibiogrammen auf wenige initial falsch behandelte

Keime mit hohergradigen Resistenzen beschranken wirde.

Folgende Ursache ware fir die geringe Bedeutung von Antibiogrammen
speziell in der vorgelegten Studie denkbar: Als Nachweis eines HWI war in der
Mehrzahl der Falle eine Grobklassifizierung von Keimen Induktor einer
Chinolontherapie. Ciprofloxacin wies 2003 bei einer Studie von Wagenlehner et.
al an stationaren urologischen Patienten die geringste Resistenzrate gegen
gramnegative Erreger auf (224). In der vorgelegten Studie traten vier Chinolon-
resistente Keime auf. Fir drei davon waren Patientenakten zur Auswertung im
Rahmen dieser Studie nicht zugénglich. In den anderen Féllen bestand fir den
Kliniker zumeist eine geringe Notwendigkeit eine wirksame antibiotische
Therapie umzustellen. Der klinische Teil dieser Studie lasst dariber hinaus
vermuten, dass Antibiogramme nicht zur Spektrumverminderung der HWI-
Therapie genutzt werden. Eine antibiotische Behandlung wahrend einer

Kurzzeittherapie umzustellen, erscheint grundsatzlich weniger sinnvoll. In einer
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langerfristigen Behandlung konnte das Potenzial von Resistenzbefunden jedoch

prinzipiell zur Spektrumverminderung verwendet werden.

4.2.2.2.2 Wirkstoffgebrauch und Leitlinien

Ein Patient wurde in der vorgelegten Arbeit mit einem Cephalosporin (Cefaclor)
behandelt, ein weiterer erhielt eine Monotherapie mit Clarithromycin
(eingeschrankte Wirkung im gramnegativen Spektrum). Darlber hinaus wurde
ausschlief3lich mit Chinolonen behandelt. Bei unkomplizierten HWIs wurde laut
einer Studie der IMS (Intercontinental Medical Statistics) in Deutschland am
haufigsten mit Cotrimoxazol (46%) und Chinolonen (30%) behandelt (162). In
anderen europaischen Landern lag der Verbrauch an Chinolonen z.T. sogar
noch deutlich hoher. Des Weiteren wurden bei der Therapie unkomplizierter
HWIs in unterschiedlichem Ausmall auch Timethoprim und Nitrofurantoin
verwendet. Der bei HWIs héaufig verwendete Wirkstoff Cotrimoxazol wurde fir
Studienpatienten nicht verwendet. Folgender Grund wére hierfur denkbar: Mehr
als die Halfte der Proben dieser Studie entstammten stationdren Klinik-
bereichen mit einem hohen Anteil an komplizierten HWIs. Als bakterio-
statischer Wirkstoff ist Cotrimoxazol zur Behandlung dieser HWI-Form weniger
geeignet. Resistente Keime treten beim entsprechenden Patientengut im Allge-

meinen haufiger als bei Chinolonen auf.

In Abhangigkeit der Art des Harnwegsinfektes unterscheiden sich die von der
PEG zur Therapie empfohlenen Wirkstoffe (163): Fur die akute unkomplizierte
Zystitis werden Trimethoprim, Cotrimoxazol, Fluorchinolone, Fosfomycin-
Trometamol, Aminoglykoside und Cephalosporine (2. oder 3. Generation)
empfohlen. Fir die akute unkomplizierte Pyelonephritis und den komplizierten
HWI werden Fluorchinolone, Aminopenizilline mit BLI, Cephalosporine (2. oder
3. Generation) und Aminoglykoside (nur Pyelonephritis) als initiale Wirkstoffe
und Acylaminopenizilline mit BLI, Cephalosporine (Generation 3b) oder

Carbapeneme bei Therapieversagen empfohlen.
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Chinolone, die in dieser Studie als haufigstes Mittel der Wahl eingesetzt
wurden, kdnnen grundsatzlich fur alle Formen des HWI verwendet werden. Eine
Vielzahl von Experten ist laut Naber jedoch der Ansicht, dass diese
Wirkstoffklasse nicht zur Behandlung von unkomplizierten Infekten der unteren
Harnwege geeignet ist, sondern Reservemittel fur Pyelonephritiden und
komplizierte und rezidivierende HWIs sein sollte (36,162). Dadurch lasse sich
das Risiko der Resistenzentwicklung vermindern. Rodriguez — Bafio et al.
ermittelten fir ambulante Patienten, die mit ESBL-Stammen infiziert waren,
vermehrt Chinolontherapien in der Anamnese (192). Gemald dem Leitsatz der
schmalst-mdglichen antibiotischen Therapie ware bei entsprechender
Wirksamkeit die Bevorzugung von Substanzen wie Trimethoprim, Cotrimoxazol
und Fosfomycin gegentber Chinolonen ebenfalls erstrebenswert. Arone et al.
haben die Wirksamkeit von Amoxicillin als schmale und kostengiinstige
Alternative bei akut unkomplizierten Harnwegsinfektionen nachgewiesen (7).
Aufgrund hoher Resistenzraten gegen diese relativ schmal wirksamen
Substanzen dirfte deren Anwendung allerdings auf den ambulanten Bereich

beschrankt bleiben.

4.2.2.2.3 Grenzen

Fur Kklinische Teile dieser Studie gelten prinzipiell die gleichen Grenzen fur
Blutkulturen und Urinproben (vgl. 4.1.2.4). Aufgrund der sehr geringen
Fallzahlen ist die Aussagekraft fir Urinproben noch weiter eingeschrankt. In
einem der ausgewerteten Falle wurde nach Erhalt des Antibiogramms eine
Therapie von Ciprofloxacin auf Levofloxacin umgestellt. Gegen beide Wirkstoffe
waren Keime resistent. Dies verdeutlicht die Problematik, dass die erfassten
zeitlichen Zusammenhange zwischen mikrobiologischer Diagnostik und

klinischer Therapie nicht zwingend kausal sein mussen.
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4.3 Schlussfolgerung und Ausblick

4.3.1 Blutkulturen und Sepsis

Gegenuber Endbefunden des Routineverfahren brachte das getestete
Studienverfahren im Durchschnitt rund einen Tag an Zeitgewinn, gegeniber
nicht standardisierten vorlaufigen Antibiogrammen (Agardiffusionstests) einige
Stunden. Dartber hinaus wies es eine geringere Fehlerquote als vorlaufige
Antibiogramme auf. Diese waren jedoch frei von VMF. Die Zeitspanne bis zur
Positivmeldung einer Blutkultur im Bactec-Gerat konnte durch das

Studienverfahren nicht vermindert werden.

Die therapeutisch bedeutsamen VMF und MF traten in dieser Studie
ausschlie@Glich fur Peniziline mit BLI auf. In welchem Ausmall oder ob
Uberhaupt ein MF bei Etablierung des Studien- als Routineverfahren negative
klinische Auswirkungen héatte, konnte anhand der ermittelten Daten nicht
ausreichend beurteilt werden. Mit Hilfe der klinischen Ergebnisse wurde die
Wabhrscheinlichkeit fir das Wirksamwerden des VMF im Studienverfahren far
SAM in der antibiotischen Therapie der Sepsis berechnet: VMFsav = 0,0011
(0,11%). Demnach wuirde bei Etablierung des Studienverfahrens gegentber
dem bisherigen Routineverfahren aufgrund des VMF etwa einer von 1000
Patienten mehr eine SAM-Therapie gegen einen falsch-sensibel getesteten
SAM-resistenten Keim erhalten. Aufgrund des mittleren Zeitgewinns von rund
24 Stunden durch das Studienverfahren gegentber Routineendbefunden
wiurden die zu erwartenden therapeutischen und o6konomischen Vorteile
entsprechend Uberwiegen. Die Etablierung des neuen Verfahrens als
Standardmethode scheint deshalb als vertretbar. Durch standige
Weiterentwicklung der Vitek 2 — Testkarten liegen schon jetzt Produkte vor,
deren Fehlerquoten noch geringer sind als in dieser Studie. Die Fortsetzung

eines solchen Trends ist auch in Zukunft zu erwarten.
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Der Kklinische Teil dieser Studie zeigt, dass mikrobiologische Befunde die
antibiotische Therapie einer Sepsis stark beeinflussen. Grol3e therapeutische
Bedeutung fur die Anpassung einer initialen antibiotischen Therapie haben
sowohl mikroskopische Befunde (Gram-Befund) einer positiv-gemeldeten
Blutkulturflasche als auch Antibiogramme. Bei der Behandlung der
gramnegativen Sepsis wurde in dieser Studie ein vergleichsweise hoher
Verbrauch an Chinolonen festgestellt. Cephalosporine wurden hingegen
unerwartet selten zur Therapie verwendet. Im Allgemeinen wurde
Empfehlungen und Leitlinien zur Therapie weitgehend entsprochen. Allerdings
konnten Antibiogramme zur Spektrumverminderung einer breiten antibiotischen
Therapie noch effektiver genutzt werden. Moéglichkeiten dies durch selektive
Befundibermittlungen oder addierte Empfehlungen in mikrobiologischen

Berichten eventuell positiv zu beeinflussen, sollten Giberdacht werden.

4.3.2 Urinproben und Harnwegsinfektion

4.3.2.1 Uro - Quick

Mit einer Gesamtsensitivitat von 87,1% bzw. 91,8% (unter Einbezug des
Leukozytentests) schnitt das Uro-Quick — System schlechter ab als in einer
vergleichbaren Studie. Durch eine mittlere Detektionsdauer von nur 63 Minuten
erscheint das Uro-Quick — System als Screeninginstrument von Urinproben auf
HWI-Erreger grundséatzlich als geeignet. Das Gerat wies jedoch einige
Nachteile auf: Es konnte nicht zwischen einer Infektion und einer Kontamination
der Urinprobe unterscheiden. Des Weiteren zeigte es deutliche Schwachen bei
der Detektion von Enterococcus faecium und geringen Keimzahlen. Da gerade
Enterokokken als HWI-Erreger haufiger werden und aufgrund hoher
Resistenzraten schwierig zu therapieren sind (49,103), ist das Uro-Quick —
System als Screeninggerat von Urinproben am Universitatsklinikum Tubingen
nicht geeignet. Speziell gramnegative Keime konnte das Gerat jedoch mit sehr
hoher Genauigkeit detektieren. Flir ambulante Zwecke erscheint das Uro-Quick

deshalb als geeignet.
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4.3.2.2 Schnellverfahren zur Antibiogrammerstellung aus Urinproben

Das Schnellverfahren wies insgesamt 1 VMF (0,4%), 1 MF (0,4%) und 14 mF
(5,9%) auf. Unter Bertcksichtigung der Studie von Oakes et al. erscheint diese
Fehlerquote des Studienverfahrens flr gramnegative Stabchen als akzeptabel
(173). Vorteile des Verfahrens ergeben sich v.a. durch schnelle
Detektionszeiten im Uro — Quick und einen Zeitgewinn zwischen 5 und 15
Stunden bei der Erstellung von Antibiogrammen. Nachteil ist die fehlende
biochemische Keimidentifizierung. Prinzipiell ist die Eignung des Verfahrens zur
schnellen Testung gramnegativer Keime auf das Vorliegen von Resistenzen
gegen Antibiotika zwar vorhanden, aufgrund grol3er Konfidenzintervalle sollten
vor dessen Etablierung jedoch weitere Tests folgen. AuRerdem erscheint das
Verfahren auch nur dann als sinnvoll, wenn aus samtlichen vom Uro-Quick
positiv-gescreenten Proben direkt ein Antibiogramm erstellt werden wirde. Das
Erstellen und Beurteilen von Gram-Praparaten, wie es in dieser Studie
durchgefuhrt wurde, wirde einen zu grof3en Zeit- und Personalaufwand
bedeuten. Neuentwickelte Technologien fur das Uro-Quick kénnten eine noch
schnellere Alternative der Testung von HWI-Keimen auf Antibiotikaresistenzen

aus Urinproben darstellen als das Studienverfahren (194,195).

Als Kklinisch dominierende Substanzen traten in der vorgelegten Arbeit
Chinolone auf, die insgesamt nur einen mF aufwiesen. Auf die Berechnung der
Wahrscheinlichkeit des klinischen Wirksamwerdens von VMF und MF wurde
verzichtet. Aufgrund des seltenen Gebrauchs von Penizillinen mit BLI und
Cephalosporinen und sehr groRer Konfidenzintervalle schien dies als wenig
aussagekraftig. Der mikrobiologische Nachweis einer Infektion (Grobklassi-
fizierung eines Erregers nach Gramverhalten und Morphologie) zur Induktion
einer Therapie war hoch. Antibiogramme wurden nicht zur Spektrum-
verminderung genutzt. Deren klinische Bedeutung scheint sich auf die

Erkennung therapieresistenter Keime zu beschranken.
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4.3.3 Ausblick

Die mikrobiologische Diagnostik verdndert sich aufgrund von technologischen
Fortschritten standig. Klassische manuelle Verfahren wurden bereits in hohem
Malf3 durch (halb)automatisierte Verfahren ersetzt. Mittlerweile sind es vor allem
die molekularen Methoden wie PCR oder FISH, die den Fortschritt bestimmen.
Direkte genomische Identifizierungen und Nachweise von Resistenzgenen
konnten  konventionelle  biochemische Identifizierungen und  MHK-
Bestimmungen (teilweise) ersetzen. In bisherigen Studien konnten
molekulardiagnostische Verfahren durch hohe Genauigkeit und geringen
Zeitbedarf Uberzeugen (117,118). Weitere Vor- und Nachteile molekularer
Diagnostik und dessen Potenzial als Routinestandard wurden mehrfach
diskutiert (99,180,234). Bislang sind die Methoden noch nicht in dem Maf}
ausgereift, dass sie klassische Verfahren vollstéandig ersetzen kénnten. Ob sich

dies in Zukunft andern wird, bleibt abzuwarten.

Aktuell kénnen fur die Sepsis zwei gegensatzliche Entwicklungen festgestellt
werden: Einerseits wurde eine Abnahme schwerer Krankheitszustande
beobachtet. Andererseits nimmt die Anzahl septischer Patienten in den Kliniken
zu (60). Zur wesentlichen Senkung der Letalitdt missen neue, effektivere
TherapiemalRnahmen entwickelt werden (223). Fur eine bisher nicht absehbare
Zeit bleibt die antibiotische Therapie und damit die schnelle Blutkulturdiagnostik

zentrales Element der erfolgreichen Behandlung.

Die Therapie des HWI steht weniger im Mittelpunkt als die Sepsistherapie.
Neben etablierten Standardbehandlungen werden momentan v.a. fur rezidivie-
rende Infekte Praventivmalinahmen (Immunisierung u.a.) diskutiert (225,232).
Echte kurative Alternativen zur adaquaten antibiotischen Therapie stehen nicht
in Aussicht.
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Infektionskrankheiten zahlen nach wie vor zu den haufigsten Todesursachen
weltweit (159). Die Erhaltung der Wirksamkeit der Antibiotika ist deshalb nicht
nur fur die Sepsis- und HWI-Therapie, sondern fur die gesamte Infektiologie von
entscheidender Bedeutung. Ob sich dies durch alleinige Einhaltung von

Therapieleitlinien erreichen lasst, bleibt jedoch ungewiss (40,86).
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5 Zusammenfassung

Sepsis und Harnwegsinfektion haben durch hohe Inzidenz, Morbiditat und
Letalitat eine besondere Kklinische Relevanz. Eine schnelle und adaquate
antimikrobielle Therapie ist fur beide Krankheitsbilder wesentlicher Bestandteil
einer erfolgreichen Behandlung. In der vorliegenden Arbeit wurden mikrobio-
logische Schnellverfahren zur Diagnostik gramnegativer Stdbchen aus
Blutkulturen und Urinproben evaluiert. Dartber hinaus wurde fir die mit diesen
Proben assoziierten Krankheitsbilder Sepsis und Harnwegsinfektion der
Einfluss mikrobiologischer Diagnostik auf die antibiotische Behandlung ermittelt.

5.1 Blutkulturen und Sepsis

Im mikrobiologisch-diagnostischen Teil dieser Arbeit wurde ein Schnell-
verfahren zur Diagnostik gramnegativer Stabchen aus Blutkulturen evaluiert, in
dem eine Kombination aus Blutkulturautomat Bactec® 9240 (Becton Dickinson)
und Vitek® 2 (BioMérieux), einem vollautomatisierten System zur Identifizierung
und Testung von Keimen auf das Vorliegen von Resistenzen gegen Antibiotika,
verwendet wurde. Fur 75 Proben wurden folgende Ergebnisse fir Identifizie-
rungen ermittelt: 62 (83%) Keime wurden korrekt identifiziert, 12 (16%) konnten
nicht identifiziert werden. Eine Klebsiella oxytoca wurde als Enterobacter
aerogenes fehlidentifiziert. In Antibiogrammen traten insgesamt an Fehlern auf:
1 (0,1%) VMF (,very major* — Fehler), 2 (0,2%) MF (,major* — Fehler), 20
(1,9%) mF (,minor* - Fehler). Die klinisch bedeutsamen VMF und MF traten
ausschliel3lich fur Penizilline mit Betalaktamase-Inhibitor (BLI) auf. Fir das
Studienverfahren konnte ein Zeitgewinn von 24,6 Stunden (arithmetischer

Mittelwert) gegentber Routine-Endbefunden ermittelt werden.

Im klinisch-therapeutischen Teil wurden der Wirkstoffgebrauch und der Einfluss
mikrobiologischer Diagnostik auf eine antibiotische Therapie fur Blutkultur-
patienten der Studie ermittelt. Wichtigste Substanzstoffklassen bei der Therapie

waren in absteigender Haufigkeit Chinolone, Peniziline mit BLI und
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Meropenem. Der Einfluss der mikrobiologischen Diagnostik auf die antibiotische
Therapie war hoch: Im untersuchten Zeitraum kam es in 69% der Falle zur
Umstellungen der antibiotischen Therapie. Diese Anderungen standen fur 31
Patienten (53%) im Zusammenhang mit mikrobiologischer Diagnostik. Mit Hilfe
der klinischen Ergebnisse wurde die Wahrscheinlichkeit fir das Wirksamwerden
des VMF im Studienverfahren fiur Ampicillin/Sulbactam (SAM) in der
praktischen Therapie der Sepsis berechnet. Gegeniber der Routinediagnostik
hatte das Studienverfahren aufgrund des VMF statistisch ein 0,11% hoheres

Risiko einer Behandlung eines SAM-resistenten Keims mit SAM.

5.2 Urinproben und Harnwegsinfektion

Im mikrobiologisch-diagnostischen Teil wurde zunachst die Genauigkeit des
Urinprobenscreening — Systems Uro-Quick™ 60 (ALIFAX S.p.A.) evaluiert. Das
Gerat erreichte eine Gesamtsensitivitat von 87,1%, eine Gesamtspezifitat von
94,9%. Positiver und negativer pradiktiver Wert lagen bei 92,8% und 90,7%. Die
Detektionsgenauigkeit war in erheblichem Mal3e keim- und keimzahlabhangig.
Fir signifikante Bakteriurien (Keimzahlen >10°/ml) und gramnegative Keime
wurden die hochsten Sensitivitaten erreicht. Im Weiteren wurde in der
Kombination Uro-Quick™ 60 und Agardiffusionstest ein Verfahren zur
Erstellung von Schnellantibiogrammen aus Urinproben getestet. Insgesamt
traten an Fehlern auf: 1 VMF (0,4%), 1 MF (0,4%) und 14 mF (5,9%). Ein

Zeitgewinn von 5-15 h gegeniber dem Routineverfahren wurde ermittelt.

Im klinisch-therapeutischen Teil wurden der Wirkstoffgebrauch und der Einfluss
mikrobiologischer Diagnostik auf eine antibiotische Therapie fur Patienten der
Schnellantibiogramme ermittelt. Chinolone waren die am meisten verwen-
deten antiinfektiosen Therapeutika. Die Umstellung einer Therapie stand haufig
iIm Zusammenhang mit mikrobiologischen Vorbefunden (Klassifizierung
kultivierter Keime tber das Gram-Verhalten). Der Einfluss von Antibiogrammen

auf antibiotische Behandlungen war gering.
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5 Zusammenfassung

5.3 Bewertung der Studienergebnisse

Die Bedeutung eines diagnostischen mikrobiologischen Schnellverfahrens fur
die antiinfektiose Behandlung der Sepsis ist hoch. Der Zeitgewinn eines
solchen Verfahrens lasst trotz leicht hoherer Fehlerrate desselben gegeniber
der standardisierten Routinediagnostik positive klinische Effekte erwarten. Fur
die antibiotische Behandlung einer Harnwegsinfektion hat eine mikrobiologische

Schnelldiagnostik eine untergeordnete Bedeutung.
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6 Abklrzungen

6 Abkirzungen

AB antibiotische Therapie
ABG Antibiogramm

AD Agardiffusionstest

AM Ampicillin

BHI-Agar Brain Heart Infusion Agar (hochsupplementierter Kochblutagar)

BGU Berufsgenossenschaftliche Unfallklinik

BLI Betalaktamase - Inhibitor

CAZ Ceftazidim

CIP Ciprofloxacin

CTX Cefotaxim

CXM Cefuroxim

D fehlende Detektionsgenauigkeit

dGlu fermentativer Glukosetest der VITEK® 2-ID-GNB-Karte
ESBL extended spectrum beta lactamases

FEP Cefepim

FISH fluorescence in situ hybridization

GM Gentamicin

Gr. Gruppe

H prozentuale Haufigkeit des Wirkstoffgebrauchs
HLA human leucocyte antigen

HWI Harnwegsinfektion

ID Identifizierung

KI Konfidenzintervall

KZ Keimzahl
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6 Abklrzungen

LBP
LIS
LPS

LVX

ul

MEM
mF
MF
MHK
min

ml
mmHg
MRSA
n.bek.
neg

NI
NPW
OP
TNF
PAI-1
pCO;
PCR

PEG

Lipopolysaccharid-Bindungsprotein
Laborinformationssystem
Lipopolysaccharide

Levofloxacin

Mikroliter

prozentualen Haufigkeiten einer Mono- bzw.

Kombinationstherapie

Meropenem

~-minor“ - Fehler

.major” - Fehler

Minimale Hemmkonzentration

Minute

Milliliter

Millimeter Quecksilbersaule
Methicillin-resisteter Staphylococcus aureus
nicht bekannt

negativ

nosokomiale Infektion

negativer pradiktiver Wert

Operation

Tumornekrosefaktor

Plasminogen Aktivator Inhibitor Typ 1
CO, — Partialdruck

Polymerase - Kettenreaktion

Paul-Ehrlich-Gesellschaft

unwirksamen
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6 Abklrzungen

PIP
poS

PPW

rhAPC
rpm
RR

RV

SAM
SIRS
spp
ssl
SXT
sV
TF
TLR
™
TZP
UE
uQ
VMF

VRE

Piperacillin

positiv

positiver pradiktiver Wert
Resistenzrate

Recombinant Human Activated Protein C
Umdrehungen pro Minute
Blutdruck (Riva-Rochi)
Referenzverfahren
Sensibilitatsrate
Ampicillin/Sulbactam
systemic inflammatory response syndrome
Spezies

surgical site infection
Cotrimoxazol
Studienverfahren

tissue factor (Gewebefaktor)
Toll-like receptor
Tobramycin
Piperacilin/Tazobactam
Ubereinstimmung
Uro-Quick

“very major” - Fehler

Vancomycin-resistente Enterokokken
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7 Anhang

7 Anhang

Direktidentifizierung und ~resistenzbestimmung
aus Blutkulturen mittels Vitek 2

Untersuchungsmaterial

Gramnegative Stébchen aus Blutkulturen, wobei pro Patient jeweils die
erste aerobe oder anaerobe positive Flasche untersucht wird (keine
BCA/BCN oder Pilzflasche).

Nur Flaschen, in denen nur ein Keim wachst, werden in die Evaluation
aufgenommen.

Insgesamt sollen 60 gramnegative Stabchen getestet werden.

Vorgehen

Aus der positive Biutkulturflasche werden mit einer Spritze 8,5 mi
Medium entnommen und in das Zentrifugationsrbhrchen (BD
Vacutainer SST il) gegeben.

Zentrifugation bei 2.000 rpm flr 10 Minuten (Zentrifuge im Stuhllabor).
Der Uberstand wird in den infektibsen Miill abgekippt; die Bakterien
befinden sich nun auf dem Separationsgel, darunter finden sich die
festen Bestandteile des Mediums.

Das auf dem Gel befindliche Pellet wird in ca. 0,5 mi Vitek-Lésung
resuspendiert.

Einstellen einer Tribung von 0,6 nach McFarland (0,55-0,65) in einerh
Vitek-Réhrchen.

Durchfilhrung einer Iidentifizierung und Rssistenztestung im Vitek
inklusive Reinheitskontroile. Dabel wird zur Eingabe in der Smart
Carrier Station die Labornummer AM.... (statt AN....) verwendet.
Wiederholung des Tests (ldentifizierung und Antibiogramm) nach
Wachstum des Keimes von der Agarplatte unter Standardbedingungen.
Die routinemaBige Fluoreszenz-in-situ-Hybridisierung (FISH) wird
soweit zeitlich verfiigbar parallel durchgefiihrt.

Zeitrahmen

Die Direktidentifizierung und —resistenzbestimmung wird durchgefiihrt
von Montag bis Freitag von 8:00 Uhr bis 16:00 Uhr und samstags von
8:00 Uhr bis 11:30 Uhr. Dabei ist die Durchfiihrung dieses Tests auch
zu anderen Zeiten natirlich erlaubt.

Dokumentation

Folgende Unterlagen sollen fiir jedes getestete Isolat gesammelt werden:
Volisténdig ausgefillter und unterschriebener Erfassungsbogen

Wachstumskurve des Isolates aus dem Blutkulturgerit (MTA)
Befundausdruck des Vitek filr Identifizierung und Resistenzbestimmung
von Direkt- und Wiederholungstest (MTA)
Fusendhb v Rk L U'(YA>
Arztllc er Ansprechpartner

Ansprechpartner fir Rilckfragen ist Dr.Marschal (Funk: 151 — 9008).

Anhang 1: Arbeitsanweisung zum Studienverfahren fur Blutkulturen fur Labormitarbeiter.
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7 Anhang

Erfassungsbogen Direktidentifizierung und —resistenzbestimmung
aus Blutkulturen mittels Vitek 2

[Lfd.Nr. _[Labornummer | Positivmeldung am | Zeitdauer bis zur Positivmeldung [Zeitgewinn durch den Direkttest

l I [ |

[ [ Direktidentifikation [ FISH-Identifikation [WH-Identifikation [Gbereinstimmung ?
[1dentifikation |
MHK - SIR-Beurteilung Fehler ?
Nr. Antibiotikum Abkiirzung Direkt-Vitek | Wiederholung | Direkt-Vitek | Direkt-Agar | Wiederholung
2 Gentamicin GM
3 Tobramycin ™
6 Anpicillin AM
123 Amp./Sulb. SAM
24 Piperacillin PIP
124 Pip./Tezo. TZP
13 Cefuroxim CXM
25 Cefotaxim CTX
16 Cotrimoxazol SXT
121 Levofloxacin LvX
22 Ciprofloxacin []] 4
40 Meropenem MEM
17 Ceftazidim CAZ
39 Cefepim FEP

Zeitdauer des Antibiogramms:

Datum Unterschrift

Anhang 2: Erfassungsbogen zum mikrobiologisch-diagnostischen Teil des Studien-

verfahrens fur Blutkulturen.

Do ke W2 2EA Imstitut fir Med.Mikeobiologie JRER AR
T 2,897 1T e, W
B. 68328 -*m. .
ol Wmmmllllmllililllhww

B.65577 —| it
P o.62826 — ¥
; 7
=] £
= 3 M
S @.c0975 — ,f
= ’ o
@ )
i iy
3 3 £

@, 57324
E *
n ' g
i | I
% 8. 54573 ~
t #
L3
m

8,51828

. » A
@. 49871 M
B.46321 | , [ T |
3. B 3.48 6,97 18.45 13.93 17 . a2 2.9
Zeit (Vepgangene Stundend
Position: L/BE? Von 12:.fDEEp"ZBgB i’l Hr- 5b .qiis' L3/DEZ/2003 @8 121:91
# Machs tums ke e Hehpibtungsheginnt: L2-DEES2EOO3 10027056
o Positiwv MHachweisdauer! .56 Stunden
Anhang 3: Ausdruck einer Bactec — Wachstumskurve mit Positivmeldung.
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7 Anhang

EINAEIT I
. Prohe 32
. Identifikator:@
Messstatus: 29 48
: CHARGE : 12 nillions/nl
+ SL: 17.86 / 9,19 = 1.945
G LESEWERTE
Zeit H 30° | 90°
. GRUNDHERT i 2246 | 1073
0 H 486 | 5035
5 H 472 | 504
10 i 437 | 499
. 20 H 445 | 498
25 H 431 | 494
35 H 509 | 511
40 H 527 | 516
+ 50 H 749 | 560
55 H 767 | 951
63 i 1081 | 611
. 70 1152 | 622
79 1292 | 656
* 85 io1732 723
. 90 i 2169 | 813
* 100 io3111 ¢ 1007
. 105 i 3598 | 1061
. 115 i 4072 | 1245
. 120 i 4092 1t 1378
. 130 i 4072 |1 1704
* 135 14072 1 1946
+
hees 03;"””

Anhang 4: Ausdruck einer Uro-Quick — Wachstumskurve.

105



7 Anhang

Datum: 10/13/2003 08:04:06 bioMérieux Seite:
WSVT2-R03.01 Vitek 2 Laborbefund
Referenz Nr.: am7512-1

Konfiguration von LSN ohne Eingabe der Patientendaten.
Position: (000001108DA7) TUEBINGEN 5mi-09 Okt 10 10:46:24
Typ: Gram Negative Bacillus Identification
Status: FERTIG (03,00)
Keim: Escherichia coli
Ursprung: ID-GNB Identifizierung
ADO = 1ARA + dCEL = dGAT + dGLU + G1P +
dGRT + INO = SKG = dMAL + dMAN + dMEL =
PLE S dRAF - 1RHA + SAC + dSOR + dTRE +
LDC + oDC + URE = MNT = TDA = AARA -
AGAL = AGLTA -~ BCEL = BGAL + BGLU = BGUR +
BMAN S BNAG = BNAGA - BXYL = GGARA = GGT =
LysA = PHOS + ProA o PyrA S zZArgA -

Beurteilung: Sehr gute Identifizierung

T-index Keim
0,57 Escherichia coli

- Tests widersprechen dem typischen Biomuster. -
Escherichia coli
SAC (0.07) AGAL (0.20)

Zusatztests erforderlich. Siehe ID Zusatztest Information im Techn. Bulletin.
- Zusatztests fiir die Identifizierung auf Speziesebene. -
Escherichia coli

~MOB (99)

Charge 010323640 Verfallsdatum 10-Nov-2004 ( 0103 2364 0024 0758 )
[ iwfA awfA dilP inc03:08:35 ver0088 ]

Anhang 5: Ausdruck eines biochemischen Identifizierungsmusters des Vitek 2.

106



7 Anhang

Datum: 10/13/2003 08:04:09 bioMérieux Seite:

WSVT2-R03.01 Vitek 2 Laborbefund

Referenz Nr.: am7512-1

Konfiguration von LSN ohne Eingabe der Patientendaten.

Position: (000001108DA7) TUEBINGEN 5mi-10 Okt 10 10:46:24

Typ: Gram Negative Susceptibility - AST-NO21

Status: FERTIG (06,25) v

Keim: Escherichia coli

Ursprung: AST-N021 Identifizierung ( 0103 2364 0024 0758 )

Vitek 2 Expert Endbefund

Gentamicin * <=1 8 <=1 *§ <=1 S
Tobramycin * <=1 8§ <=1 *S <=1 8
Ampicillin * >=32 R >=32 *R >=32 R
Ampicillin/Sulbactam * >=32 R >=32 *R >=32 R
Piperacillin & 64 I 64 *I 64 I
Piperacillin/Tazobactam * <=4 S <=4 *§ <=4 8
Cefuroxime * 4 S 4 *S 4 S
Cefotaxime * <=1 S <=1 *S <=1 8
Trimethoprim/Sulfamethoxazole * <=20 S <=20 *8 <=20 S
Levofloxacin * 1 S 1 *S§ 1 S
Ciprofloxacin * 0,5 S 0,5 *S 0,5 S
Meropenem * <=0,25 S <=0,25 *S <=0,25 S
Ceftazidime * <=1 S <=1 *§ <=1 8
_Cefepime = <=1 S <=1 *§ <=1 8§
Cefixime * 0,5 S 0,5 *S 0,5 S
Cefuroxime Axetil * 4 S 4 *S 4 S
Imipenem * <=0,5 S <=0,5 *8 <=0,5 S
Cefazolin * <=4 S <=4 *§ <=4 S
Mezlocillin L 32 I 32 *I 32 I
Norfloxacin * 2 S 2 *S 2 8
Tetracycline * <=1 S <=1 *8§ <=1 S

- Advanced Expert Meldungen -
Expert-Befund: Das Resistenzmuster stimmt mit dem identifizierten Keim Uberein.

- Vorschlige zu Antibiogrammkorrekturen - .
Nach der therapeutischen Interpretation sind keine Anderungen notwendig.

Charge 143329940 Verfallsdatum 12-Jan-2005 ( 1433 2994 0022 3147 )
Parameter Set ’Parameterset Nat. Resistenzen V3’

[ iwfA awfA GLOBAL dilA inc06:15:04 ver0088 ]
MHK Werte in #/ml

Anhang 6: Ubersichtsausdruck des Vitek 2 mit Identifizierung und MHK — Reihe.
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