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21 Einleitung

Das bisherige Scheitern neuer Ansitze zur Be-
handlung der Sepsis ist eng mit den Defiziten einer
differenzierten Diagnosemdoglichkeit verbunden.
Der Zeitpunkt der Diagnose und damit die friih-
zeitige Initijerung therapeutischer Mafinahmen ist
jedoch die entscheidende Determinante der hohen
Letalitat (Levy et al. 2003).

Sowohl im préd- als auch im intrahospitalen
Verlauf der Erkrankung vergehen hiufig mehrere
Stunden bis Tage bis zur Diagnose und schlieSlich
addquaten Behandlung (B Abb. 2.1), da es gegen-
wirtig keine angemessenen Mittel gibt, den Uber-
gang einer lokal begrenzten Infektion zu einer
schweren Sepsis sicher vorherzusagen. Ursache ist
die geringe Spezifitit klinischer Symptome und
klassischer Inflammationszeichen fiir die Diagnose
einer Sepsis (wie z. B. Temperaturerhdhung oder
-erniedrigung, Leukozytose, Thrombozytenabfall
und die Herzfrequenz). Eine frithzeitigere Diagnose
mittels sensitiver und spezifischer Biomarker konnte
dazu beitragen, die hohe Letalitit und Morbiditit zu
reduzieren.

o Die Diagnose der schweren Sepsis erfolgt
haufig zu spit, weil der Ubergang einer lokal
begrenzten Infektion zu einer schweren
Sepsis nicht sicher vorherzusagen ist.
Klinische Symptome und klassische In-
flammationszeichen sind fiir die Diagnose
einer Sepsis nicht ausreichend spezifisch.

22 Mikrobiologische
Sepsisdiagnostik

2.2.1 Blutkulturdiagnostik

Der Nachweis von Mikroorganismen durch die
Blutkultur ist fiir eine adiquate antimikrobielle
Therapie der Sepsis unabdingbare Voraussetzung.
Die Kenntnis des Erregers und seiner Antibiotika-
empfindlichkeit mittels der Blutkulturdiagnostik
erlaubt nach Einleitung einer empirischen Therapie
eine gezielte antimikrobielle Therapie und stellt die
Weichen fiir weitere diagnostische Mafinahmen.
Dies verbessert die Prognose (Ibrahim et al. 2000;

[ Verzdgerte Diagnose

lPréhospitaIl ZNA | Station | ITS |
Organdysfunktione
ognose
B Abb.2.1 Sowohlim préhospitalen als auch im intra-

hospitalen Verlauf der Sepsis kdnnen mehrere Stunden bis
zur Erstdiagnose und damit Einleitung einer addquaten
Therapie vergehen (ZNA = Zentrale Notaufnahme, ITS =
Intensivstation)

MacArthur et al. 2004), verkiirzt die Liegedauer
und hilft, eine antimikrobielle Ubertherapie zu
vermeiden. Die Blutkulturdiagnostik ist damit
eines der wichtigsten mikrobiologischen Unter-
suchungsverfahren in der Therapie der Sepsis.

Je nach Infektionsursprung variiert die Positivi-
tat von Blutkulturen. Bei Endokarditis ist diese >90%,
bei bestimmten Diagnosen allerdings vergleichs-
weise gering, z. B. <10% im Mittel bei der ambulant
erworbenen Pneumonie oder dem Erysipel. Bei
anderen Infektionen wie Pyelonephritis, Cholangitis,
Leberabszess, septischer Arthritis, Spondylodiszitis
sowie bei Fieber in Neutropenie liegt die Positivi-
tatsrate dagegen sehr viel hoher zwischen 30 und
70% (Seifert et al. 2007) (8 Tab. 2.1).

Der Nachweis einer Bakteridmie oder Fungamie
bei schwerer Sepsis oder septischem Schock gelingt
unter kontrollierten Studienbedingungen - wo eine
Blutkulturdiagnostik fiir den Studieneinschluss ge-
fordert wird - in ca. 30-40% der Fille. So wiesen in
der multizentrischen deutschen MAXSEP-Studie
(Brunkhorst et al. 2012) 33% der Patienten mit
schwerer Sepsis bzw. septischem Schock klinisch
relevante Bakteridmien auf. Dabei war Escherichia
coli der haufigste gramnegative Sepsiserreger (19%),
wihrend Pseudomonas spp. nur in ca. 4% nach-
gewiesen wurden (@ Abb. 2.2). Unter den gram-
positiven Erregern waren Staphylococcus aureus
(7%) und Methicillin-empfindliche koagulase-
negative Staphylokokken (22%) die héufigsten
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B0 Tab.2.1
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Anteil mikrobiologisch dokumentierter Infektionen und Haufigkeit positiver Blutkulturen in

randomisierten multizentrischen Studien zu adjunktiven und supportiven Therapieverfahren bei Patienten mit

schwerer Sepsis und septischem Schock

Quelle Patienten, Dokumentierte

(n) Infektion
(%)

Bone et al. (1995) 530 100

Abraham et al. 994 73

(1995)

Cohen u. Carlet 420 77

(1996)

Bernard et al. 455 76

(1997)

Abraham et al. 444 61

(1997)

Opal et al. (1997) 696 85

Abraham et al. 1879 74

(1998)

Dhainaut et al. 608 73

(1998)

Angus et al. (2000) 1090 84

Panacek et al. 2634 72

(2000)

Warren et al. 2314 62

(2001)

Bernard et al. 1690 67

(2001)

Abraham et al. 1754 74

(2003)

Brunkhorst et al. 537 64

(2008)

Brunkhorst et al. 551 80

(2012)

Erreger, wihrend Methicillin-resistente Staphylo-
kokken (MRSA) nur in 4% der Fille nachgewiesen
wurden. Candida albicans und C. glabrata wurden
in insgesamt 6% der Fille nachgewiesen.

© Im klinischen Alltag deutscher Intensiv-
stationen sind jedoch nur ca. 10% der Blut-
kulturen bei Patienten mit schwerer Sepsis
positiv.

Atemwege Urogenital Abdominal Bakteriamie
(%) (%) (%) (%)
42 33 22 40
28 18 15 39
24 9 23 38
47 10 15 35
37 n 31 37
30 12 12 41
26 n 30 35
19 22 31 -
26 - 25 39
34 7 28 34
54 10 20 33
51 12 28 30
41 9 38,5 23
45 14 36 33

So konnte trotz klinischer Zeichen einer schweren
Sepsis in der SepNet-Pravalenzstudie (» Abschn.1.3)
lediglich in 55% der Fille die zugrundeliegende
Infektion mikrobiologisch nachgewiesen und nur
in 9,6% der Fille durch eine positive Blutkultur
dokumentiert werden (Engel et al. 2007). Der An-
teil mikrobiologisch dokumentierter Infektionen
nahm mit einer geringeren Grofle des Kranken-
hauses und der damit verbundenen reduzierten
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andere Candida
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andere Gram-negative
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Klebsiella/Proteus spp.
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O Abb.2.2 Prozentuale Verteilung von 231 Blutkulturisolaten bei 551 Patienten mit schwerer Sepsis bzw. septischem
Schock, Ergebnisse der MAXSEP-Studie (Brunkhorst et al. 2012) [MSSA = Methicillin-sensitiver Staphylococus aureus (7%),
MRSA = Methicillin-resistenter S. aureus (4%), KNS = koagulasenegative Staphylokokken (22%), MR-KNS = Methicillin-
resistente koagulasenegative Staphylokokken (5%), VRE = Vancomycin-resistente Enterokokken (3%)]

Verfiigbarkeit eines mikrobiologischen Labors am
Standort der Klinik ab (8 Abb. 2.3).

Die Rate an abgenommenen Blutkultur-Sets
sollte je nach Ausrichtung des Krankenhauses
(Regel-,  Schwerpunkt-, = Maximalversorgung)
zwischen 100 und 200 auf 1.000 Patiententage, die
Positivitdtsrate (Anteil von positiven Blutkulturen
unter allen abgenommen Blutkulturen) nicht unter
5% und nicht tiber 15% betragen (Seifert et al. 2007;
Baron et al. 2005). Die Referenzwerte stammen
allerdings hauptsichlich aus US-amerikanischen
»sentinel-reports«, und Befragungsstudien und
wurden fiir Deutschland ibernommen.

Aktuelle Daten weisen auf ein erhebliches und
weithin unterschitztes Defizit in der Veranlassung
einer addquaten mikrobiologischen Diagnostik der
Sepsis hin und legen einen nicht leitliniengerechten
Umgang mit der Blutkulturdiagnostik insbesondere
auf deutschen Intensivstationen nahe. Nach einer
Erhebung des Nationalen Referenzzentrums fiir
Surveillance von Nosokomialen Infektionen (NRZ)
an 223 beteiligten Intensivstationen des Kranken-
haus Infektions-Surveillance System (KISS) wurden
im Jahr 2006 im Median 60 Blutkulturpaare (BK)
pro1.000 Patiententage mit einer grof3en Variations-
breite von 3,2-680/1.000 abgenommen (Gastmeier
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B Abb.2.3a,b Verfuigbarkeit eines mikrobiologischen Vor-Ort-Labors (a) und mikrobiologisch dokumentierte Infektions-
raten bei Sepsis, schwerer Sepsis und septischem Schock auf deutschen Intensivstationen (b) in Abhangigkeit von den
Bettenzahlen der Krankenh&user mit Intensivstationen, welche tiber eine mindestens 24-stiindige Beatmungsmaglichkeit
verfuigen. (Daten aus der SepNet-Pravalenzstudie 2003; Engel et al. 2007)

etal. 2011). Eine Erh6hung der BK-Untersuchungs-
héufigkeit von 1 BK-Set/10 Patiententage fiihrte
zu einer 1,37-fach hoheren Inzidenzdichte bei
allen Sepsisfillen (95%CI 1,12-1,6) bzw. zu einer
1,27-fach hoheren Inzidenzdichte bei der ZVK-
assoziierten Sepsis (95%CI 1,04-1,55). Die Autoren
folgern, dass, sofern ein externes Benchmarking
der Intensivstationen beabsichtigt ist, eine Ad-
justierung der ZVK-assoziierten Sepsisraten ent-
sprechend der BK-Abnahmehiufigkeit zwingend
erforderlich ist.

praisiop ||

Eine ausreichende Blutkultivierungsfrequenz
sollte sich daher als Qualitatsstandard in der
Sepsisdiagnostik etablieren.

Stellenwert der Blutkulturdiagnostik fiir
die Surveillance von Antibiotika-
resistenzen

Die WHO hat 2011 Antibiotikaresistenz, Kranken-
hausinfektionen und Infektionskontrollmaf3-
nahmen zum wichtigsten klinischen Forschungs-
feld erkldrt. Der Uberwachung der Resistenzent-
wicklung hat sich eine Reihe von Arbeitsgruppen
national und international seit Lingerem ge-
widmet. So werden unter dem Dach des European
Antimicrobial Resistance Surveillance System
(EARS-Net; » http://www.ecdc.europa.eu), des

German Network for Antimicrobial Resistance

System (GENARS), der Paul-Ehrlich-Gesellschaft
fur Chemotherapie (PEG), aber auch seitens
bundeslandbezogener deutscher Netzwerke, wie
des Antibiotika-Resistenz-Monitoring in Nieder-
sachsen (ARMIN) seit Jahren kontinuierlich
Resistenzstudien und laufende Beobachtungen
durchgefiithrt. Die Grundlage fir diese Aus-
wertungen bilden tiberwiegend Daten aus dem
stationdren Bereich. Eine Erkenntnis dieser Studien
ist die national unterschiedliche Entwicklung der
Antibiotikaresistenz.

Zwischen verschiedenen Lindern, die im
Rahmen von EARS-Net iiber Blutkultur- und
Liquorbefunde an der Beobachtung der Resistenz-
entwicklung teilnehmen, sind deutliche Unter-
schiede festzustellen. Ein gemeinsames Problem
dieser Surveillance-Daten stellt die Qualitat der be-
richteten krankenhaus- bzw. patientenbezogenen
sowie der laborbezogenen  Bezugsgrofien
(»denominator data«) zur Antibiotikaresistenz dar;
so erfolgt die Angabe der Resistenz meistens ledig-
lich als Resistenzrate in % (Anzahl resistente Er-
reger/ Anzahl getestete Erreger) x100, pro Jahr).

Dader Anteil der resistenten Bakterien abhéngig
ist von Unterschieden in der klinischen Praxis der
Blutkulturdiagnostik (Bouza et al. 1999), von Unter-
schieden in den Charakteristika der Institutionen
(u. a. Krankenhaustyp, Anteil an Intensivstationen)
und dem Case-Mix auf den jeweiligen Stationen
und im Krankenhaus sowie von Unterschieden in
der Verfiigbarkeit mikrobiologischer Laboratorien,
kann eine populationsbezogene Einschitzung ohne
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Kenntnis dieser Daten nicht valide erfolgen (Cardo
et al. 2004; Voss et al. 1994).

Fiir den EARS-Net-Bericht werden seit 2008
jahrlich per Fragebogen von den teilnehmenden
Labors die Gesamtzahlen der prozessierten Blut-
kultur-Sets und von den klinischen Einrichtungen
Angaben tber Krankenhaustyp, Bettenzahlen,
Patientenliegetage und Patientenaufnahmen er-
hoben. Die Zahl der Einrichtungen ist jedoch nicht
reprasentativ. Klinische Daten, z. B. zum Case-Mix,
oder patientenbezogene Daten, z. B. zur jeweiligen
Fallschwere und zum Outcome werden nicht er-
hoben. Erschwerend kommt hinzu, dass sich
die Strukturen der Gesundheitssysteme und die
Afhiliation zwischen Labors und Krankenhiusern
in den einzelnen Lindern z. T. erheblich unter-
scheiden.

Im EARS-Net Report 2012 (» http://www.ecdc.
europa.eu) lieferten nur 53 deutsche Kranken-
héuser Informationen zur Bettenanzahl bzw. Liege-
dauer und lediglich 11 mikrobiologische Labors
Informationen zur Gesamtanzahl der untersuchten
Blutkultur-Sets. Im EARS-Net Report 2009 sind
populationsbezogene Angaben zur Antibiotika-
resistenz aufgrund der geringen Anzahl von
Landern mit Denominator-Angaben nicht mehr
aufgefithrt. Im Vergleich zu anderen an EARS-Net
teilnehmenden européischen Landern ist das Ver-
haltnis zwischen gemeldeten Antibiotikaresistenz-
daten und Denominator-Daten in Deutschland am
unglinstigsten ausgepragt.

Weiterhin liegt Deutschland 2012 mit ledig-
lich 16,6 (16,5 im EARS-Net Report 2011) Blut-
kultur-Sets auf 1.000 Patiententage neben Litauen
(7,2), Bulgarien (7,5), Lettland (8,1), Ungarn (8,9),
Tschechien (14,5), Osterreich (16), der Slowakei
(16,1) und Estland (2011: 16,6) im unteren Drittel
der européischen Linder (8 Abb. 2.4). In Deutsch-
land werden, verglichen mit anderen européischen
Landern, bis zu 4-mal weniger Blutkulturen ab-
genommen (Brunkhorst et al. 2010).

“praisiop ||

Nach den bisherigen Empfehlungen sollte
die Rate an abgenommenen Blutkultur-Sets
je nach Ausrichtung des Krankenhauses

(Regel-, Schwerpunkt-, Maximalversorgung)
zwischen 100 und 200 auf 1.000 Patienten-
tage, die Positivitatsrate (Anteil von positiven
Blutkulturen unter allen abgenommen Blut-
kulturen) nicht unter 5% und nicht tber

15% betragen (Seifert et al. 2007; Baron et

al. 2005) (Referenzwerte hauptsachlich aus
US-amerikanischen »sentinel-reports«; Be-
fragungsstudien und wurden flr Deutschland
Ubernommen).

Moglichkeiten und Grenzen der
Blutkulturdiagnostik

Die heute kommerziell angebotenen Blutkultur-
medien ermoglichen das Wachstum fast aller
bakteriellen und fungalen Mikroorganismen, die
verursachend fiir eine Sepsis sind. Zudem werden
Gerdte mit automatisierten Detektionssystemen
verwendet, die hoch sensitiv sind und tber eine
kurze Detektionszeit im Bereich von 24-48 h ver-
fiigen.

0 Nach Detektion einer positiven Blutkultur-
flasche sollten umgehend ein Grampraparat
angefertigt, Subkulturen angelegt und eine
orientierende Empfindlichkeitspriifung
durchgefiihrt werden.

Die definitive Resistenztestung mit der Bestimmung
der minimalen Hemmkonzentration (MHK) er-
fordert die Herstellung eines standardisierten In-
okulums und erfolgt nach Erhalt ausreichenden
Koloniewachstums. Subkulturen von Blutkultur-
flaschen werden aerob und anaerob mindestens
72 h bebriitet. Bei fehlendem Bakterienwachstum
trotz mikroskopischem Bakteriennachweis im
Gramprdparat wird die Bebriitungszeit fir die
Agarmedien auf 5-7 Tage verlangert, um den Nach-
weis langsam wachsender Mikroorganismen zu er-
moglichen.

Bei inzwischen weitgehend standardisiertem
Vorgehen bei der Bearbeitung von Blutkultur-
flaschen im mikrobiologischen Labor hat ins-
besondere die leitliniengerechte Praanalytik (In-
dikationsstellung, Probenentnahmetechnik, Trans-
portzeit) der einsendenden Kliniken einen hohen
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B Abb.2.4 Anzahl Blutkulturen pro 1.000 Patiententage (EARS-Report 2012 (*Daten von 2011, #Daten von 2010),
Antimicrobial Resistance Surveillance in Europe, » http://www.ecdc.europa.eu).
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Einfluss auf die Qualitdt des diagnostischen Er-
gebnisses. Die Kontaminationsrate betragt bei leit-
liniengerechter Abnahmetechnik weniger als 3%
(Spitalnic et al. 1995).

Indikation und Praanalytik fiir die
Blutkulturdiagnostik

Blutkulturen sind unabhingig von einer be-
stimmten Fieberhohe unmittelbar bei Auftreten
einer auf eine Sepsis hindeutenden klinischen
Symptomatik abzunehmen, z. B. bei Auftreten
von Schiittelfrost. Die oft propagierte Abnahme
im Fieberanstieg bringt keine Vorteile (Schrenzel
2007).

o Prinzipiell sollten Blutkulturen vor Beginn
einer antimikrobiellen Therapie ab-
genommen werden. Besteht die Indikation
zur Abnahme von Blutkulturen bei laufender
antimikrobieller Therapie, ist eine Therapie-
pause zu erwagen, alternativ sollte die
Entnahme unmittelbar vor Applikation der
nachsten Dosis erfolgen.

Die Durchfithrung der Praanalytik ist in der » Uber-
sicht dargestellt (siehe auch » Tab. 5.2).

Praanalytik bei der Abnahme von Blut-

kulturen

Strikt aseptische Punktionstechnik

= Hygienische Handedesinfektion.

= Einmalhandschuhe (nicht steril).

== Hautdesinfektion (z. B. mit 70%igem
Alkohol fir mindestens 1 min).

== Punktion ohne erneute Venenpalpation.

== Punktion einer peripheren Vene. Keine
Entnahme aus intravendsen Kathetern
(— Kontaminationsgefahr).

== Ausnahme: Entnahme von je einer Blut-
kultur (aerob/anaerob) aus infektionsver-
dachtigem Katheter und aus einer peri-
pheren Vene.

Kontaminationsfreie Inokulation der Blut-
kulturflaschen
== Kappen der Flaschen entfernen.

== Desinfektion des Durchstichseptums mit
einem alkoholischen Praparat (Cave: Es
darf kein Desinfektionsmittel in die Blut-
kulturflaschen gelangen).

== |agerung der unbeimpften Blutkultur-
flaschen bei Raumtemperatur. Die Blut-
kulturflaschen nie gekihlt beimpfen.

Erforderliches Blutvolumen

== 8-10 ml pro Flasche (damit hochste Nach-
weisrate).

== Zuerst die anaerobe Flasche beimpfen
(verhindert Eintritt von Luftblasen aus der
Spritze in die anaerobe Flasche), dann die
aerobe Flasche.

== Spezielle Medien fiir die Padiatrie konnen
mit Volumina von 1-3 ml beimpft werden.

== Blutkulturflaschen nicht beliften,
Flaschenbarcode nicht tGberkleben.

Anzahl der erforderlichen Blutkulturen

== Eine Blutkultur (=1Flaschen-Set) besteht
aus 2 Blutkulturflaschen mit einem aero-
ben und einem anaeroben Kulturmedium,
ggf. wird zusatzlich noch ein Spezialme-
dium (z. B. zum Nachweis von Pilzen) ver-
wendet.

== 2-4 Blutkulturen abnehmen (Entnahme
einer einzigen Blutkultur ist nicht aus-
reichend, da ein negatives Ergebnis keinen
Ausschluss der vermuteten Infektion er-
laubt und der einmalige Nachweis von
fakultativ pathogenen Erregern (z. B.
koagulasenegative Staphylokokken)
keine sichere Unterscheidung zwischen
Kontamination und Infektion ermdglicht).

Entnahmezeitpunkt

== Mindestens 2 Blutkulturen vor Beginn der
antimikrobiellen Therapie entnehmen, an-
sonsten am Ende des Dosierungsintervalls
entnehmen.

== Die Blutkulturen konnen parallel aus
2 unterschiedlichen Entnahmestellen oder
im Abstand von wenigen Minuten ab-
genommen werden.
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== Zeitpunkt und Entnahmestelle auf dem
Begleitschein vermerken.

== Nicht bei einer Venenpunktion die
doppelte Blutmenge entnehmen und auf
2 Blutkulturen (4 Blutkulturflaschen) ver-
teilen, sondern immer neu punktieren.

Probentransport

== Blutkulturflaschen so schnell wie méglich
in das Labor bringen.

= |st ein umgehender Transport ins Labor
nicht méglich (z. B. bei ndchtlicher Blut-
kulturabnahme), sollen die Blutkultur-
flaschen je nach Herstellerangabe bei
Raumtemperatur oder bei 36°C gelagert
werden.

= |ange Lagerungs- und Transportzeiten
unbedingt vermeiden.

(nach Brunkhorst et al. 2010; Seifert et al. 2007)

Bei élteren oder immunsuppressiv behandelten
Patienten, Intensivpatienten (z. B. nach Poly-
trauma oder Verbrennung), bei Patienten mit
intravaskuldren Implantaten (z. B. Herzklappen-
oder Gefafiprothesen) sowie bei Neugeborenen
sind trotz bakteriamischer Infektion die Kriterien
einer Sepsis nicht immer vollstindig erfillt; die
Indikation zur Abnahme von Blutkulturen ist in
solchen Fillen entsprechend breiter zu fassen. Bei
alteren Patienten ist auflerdem zu berticksichtigen,
dass eine Sepsis oft afebril verlaufen kann; auch
hier besteht jedoch bei klinischem Verdacht die
Indikation zur Blutkulturdiagnostik. Bei Patienten
mit Neutropenie ist jedes Auftreten von Fieber
(Temperatur >38°C) als mogliches Zeichen einer
Sepsis zu werten, die Abnahme von Blutkulturen ist
hier zwingend erforderlich (Buchheidt et al. 2003;
Hughes et al. 2002; Link et al. 2003).

Ublicherweise erfolgt die Blutentnahme
durch Punktion einer peripheren Vene, meist der
V. cubitalis. Die Abnahme einer arteriellen Blut-
kultur ist nicht zu empfehlen. Auch ein intra-
vaskuldrer Katheter oder ein Portsystem kommt
als alleiniger Entnahmeort nur ausnahmsweise in
Frage, da eine erheblich hohere Kontaminations-
rate besteht. Da mikrobielle Kontaminationen die
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Beurteilung der Befunde erschweren und zu fehler-
hafter Therapie und zusitzlichen Behandlungs-
kosten fithren konnen, ist ein aseptisches Vorgehen
bei der Abnahme erforderlich (s. oben; » Ubersicht).

Bei klinischem Verdacht auf eine Sepsis bzw.
eines oder mehrerer der folgenden Kriterien:
Fieber, Schittelfrost, Hypothermie, Leuko-
zytose, Linksverschiebung im Differentialblut-
bild, Erhohung von Procalcitonin oder C-re-
aktivem Protein bzw. einer Neutropenie sollten
vor Einleitung einer antimikrobiellen Therapie
Blutkulturen abgenommen werden.

2.2.2 Erregernachweis mittels
kulturunabhangiger Verfahren

Der Nachweis von bakteriellen und fungalen Patho-
genen iiber Nukleinsdure- Amplifikationstechniken
(NAT; basierend auf der Polymerasekettenreaktion,
PCR) ohne kulturelle Voranreicherung der Er-
reger (z. B. in Blutkulturen) wird gegenwirtig als
Ansatz
Mafsnahmen in

vielversprechender zur  Unterstiitzung

antiinfektiver einem frithen
Stadium der Sepsis diskutiert.

Unterschieden wird die Multiplex-PCR zum
Nachweis einer begrenzten Zahl von Pathogenen
mittels Oligonukleotid-Primern von einer Breit-
spektrum- (»broad-range«) PCR zum weit ge-
fassten Nachweis mikrobieller genomischer DNA
mit einem oder wenigen taxonspezifischen Primer-
Paaren (8 Abb.2.5).

Praanalytik und Analytik NAT-basierter Nach-
weisverfahren fiir Sepsiserreger in Vollblut In
B Abb. 25 sind prinzipielle Arbeitsschritte dar-
gestellt, die in kommerziellen Tests Anwendung
finden. Der Aufschluss der mikrobiellen Zellen
und eine nachfolgende Proteolyse sind Voraus-
setzung fiir die DNA-Isolation, Letztere dient zu-
dem der Degradation von DNasen. Human-DNA-
Abreicherung und Pathogen-DNA-Anreicherung
sind alternative Strategien. Die Abreicherung
erfolgt z. B. durch eine sequenzielle Lyse (SepsiTest,
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B Abb.2.5 Praanalytik und Analytik NAT-basierter Nachweisverfahren fiir Sepsiserreger in Vollblut (Details s. Text)

Molzym, Bremen): Im 1. Schritt werden die Leuko-
zyten aufgeschlossen und die austretende DNA
durch einen DNase-I-Enzymverdau abgebaut.
Nach Inhibierung des DNA-spaltenden Enzyms
werden in einem 2. Lyseschritt die mikrobiellen
Zellen aufgeschlossen. Im Fall der Pathogen-
DNA-Anreicherung (LOOXSTER, Analytik Jena)
werden v. a. in bakterieller DNA hdufig vor-
kommende, nicht methylierte CpG-Dinukleotide
affinitdtschromatographisch gebunden. Die nur
zu geringen Teilen gebundene humane DNA wird
zu 90% abgetrennt. Die in den Amplifikations-
reaktionen generierten Target-spezifischen DNA-
Anreicherungsprodukte (Amplikons) werden im
Fall einer Breitspektrum-PCR sequenziert und
die ermittelte Nukleotidsequenz in einer Daten-
bankrecherche einem bakteriellen oder fungalen
Taxon zugeordnet. Alternativ kann die Sequenz
massenspektrometrisch ermittelt werden (Plex ID,

Abbott Laboratories, Abbott Park, Illinois, USA).
Nach einer Standard-PCR ist eine Hybridisierung
der Amplikons mit Taxon-spezifischen markierten
ssDNA-Sonden Methode der Wahl. Diese ist
auch nach einer qPCR moglich und kann mit
einer Schmelzkurvenanalyse kombiniert werden
(SeptiFast, Roche, Mannheim).

Zu den CE-zertifizierten und gegenwirtig
kommerziell verfiigbaren Verfahren zum Nach-
weis mikrobieller DNA im Vollblut zéhlen zwei
quantitative (QPCR) Multiplex-PCR-Verfahren:

SeptiFast (Roche Diagnostics Deutschland,

Mannheim) weist mit einem tibersichtlichen

Panel spezies- und genusspezifischer Primer

die wichtigsten Sepsiserreger und wenige Anti-

biotikaresistenzen (u. a. mecA und vanA/B)
nach. Die generierten Amplikons werden mit
fluoreszenzfarbstoffmarkierten Sonden tiber
eine Schmelzkurvenanalyse nachgewiesen.
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