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Einleitung

1 Einleitung

1.1 Sepsis

,,Sepsis ist definiert als eine Invasion von Mikroorganismen und/oder ihrer Toxine in
den Blutstrom zusammen mit der Reaktion des Organismus auf diese Invasion.
Diese im Jahr 1989 von Roger C. Bone, einem US - amerikanischen Intensivmediziner,
formulierte Definition von Sepsis hat noch heute Giltigkeit (Balk, 2011, Sepsis
Stiftung, 23.11.2016). Die Wortherkunft lasst sich auf das griechische ,,ofyn“ fiir
,Faulnis* zuriickfiihren und wurde bereits von Hippokrates (ca. 460-370 v. Chr.)
eingefiihrt. Uber Jahrtausende war die Sepsis ein gefiirchtetes und haufig letal endendes
Krankheitsbild, aufgrund fehlenden Wissens und Verstandnisses fur hygienische
Mafnahmen in der Medizin (Gl et al., 2017).

Auch heute noch stellen die Sepsis und der septische Schock, die jedes Jahr weltweit
Millionen von Menschen betreffen, eine Herausforderung fur die moderne Medizin dar
(Rhodes et al., 2017). Bei der Sepsis handelt es sich um eine generalisierte
Entzindungsreaktion des Wirts auf eine Infektion mit Mikroorganismen (Bakterien,
Viren, Pilze, Parasiten) bzw. deren Zellbestandteilen. Es gibt derzeit keinen alleinigen
Parameter, der zur Diagnose einer Sepsis herangezogen werden kann. Vielmehr wird
die  Beurteilung einer Kombination aus Vitalparametern, Laborwerten,
h&modynamischen Werten und Organfunktionen herangezogen, um bestimmte
septische Begriffe zu definieren (Herold, 2016, Reinhart et al., 2010). Von der
Konsensuskonferenz wurde 1992 ein Kriterienkatalog fir die Definition septischer

Begriffe erstellt, die in Tabelle 1 zusammengefasst sind.
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Tabelle 1 Definition septischer Begriffe nach der Konsensuskonferenz von 1992

Begriff Definition
Sepsis SIRS + Infektion
SIRS Systemic Inflammatory Response Syndrome = generalisierte
Entzindungsreaktion
Fur eine klinische Manifestation der SIRS miissen mindestens 2
der folgenden Symptome auftreten:
e Temperatur > 38°C oder < 36°C
e Herzfrequenz > 90/min
o Atemfrequenz > 20/min oder PaCO; < 32 mmHg
e Leukozyten > 12.000 mm? oder < 4.000 mm?; > 10%
unreife Granulozyten (Stébe)
Infektion Klinisch nachgewiesen bzw. mikrobiologisch gesichert

Schwere Sepsis

Sepsis + Organdysfunktion(en)

Septischer Schock

o Persistierende arterielle Hypotension trotz adaquater
Flussigkeitssubstitution

¢ Notwendiger Einsatz von Vasopressoren, um
Hypotension zu vermeiden

e Atrterielle Hypotension nicht durch andere Ursachen zu

erklaren

(Herold, 2016, Giil et al., 2017)

Im Jahr 2001 wurde diese Definition um einige klinische und laborchemische Kriterien

erganzt, um die Ausmale der Organschadigung mit einzubeziehen (Levy et al., 2003,

Gul et al., 2017).

Seit Anfang 2016 wurden die bis dato geltenden Definitionen der Sepsis Uberarbeitet

und durch die sogenannte ,,Sepsis 3* - Definition abgelost (Gl et al., 2017, Robert

Koch Institut, 2017b). Die Sepsis wird nun ,,als lebensbedrohliche Organdysfunktion

aufgrund einer fehlregulierten Korperantwort auf eine Infektion* bezeichnet. Die SIRS -

Kriterien werden hier nicht mehr berticksichtigt. Der Fokus liegt nun auf der

Organfunktion, die anhand des SOFA - Scores (sequential organ failure assessment
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score) beurteilt wird. Kriterien des SOFA - Scores sind Atmung (Horowitz - Index),
Herzkreislauffunktion (mittlerer arterieller Blutdruck), Koagulation (Thrombozyten),
Leberfunktion (Bilirubin), Nierenfunktion (Kreatinin) und zentrales Nervensystem
(Glasgow Coma - Scale). Fir jedes Organsystem werden O (normale Funktion) bis 4
(massiv eingeschrankte Funktion) Punkte vergeben. Bei Verschlechterung des Scores
eines Patienten um zwei oder mehr Punkte, liegt eine Sepsis vor. Eine vereinfachte
Form ist der ,,gSOFA®, wobei ,,q* fiir quick (schnell) steht, der eine erste schnelle
Einschatzung des Risikos einer Sepsis in der praklinischen Situation, in der
Notaufnahme oder am Krankenbett ermdglichen soll. Die Parameter sind eine
Atemfrequenz > 22/min., eine Bewusstseinsveranderung und ein systolischer Blutdruck
< 100 mmHg (Gl et al., 2017, Robert Koch Institut, 2017b, Deutsches Arzteblatt,
24.02.2016).

1.2 Erregerspektrum und Bedeutung von Sepsis im Krankenhaus

Im Durchschnitt stieg die Haufigkeit der Sepsis in deutschen Krankenhausern zwischen
2007 und 2013 pro Jahr um 5,7 % und betrug 2013 335 pro 100.000 Einwohner.
Besonders viele Félle treten unter Neugeborenen und in hoherem Alter auf. Ab dem 40.
Lebensjahr kommt es zu einem fast linearen Anstieg der Sepsisletalitdt. Die
Krankenhausletalitat fir die schwere Sepsis lag 2013 bei 43,6 %, die fiir den septischen
Schock bei 58,8 % (Fleischmann et al., 2016).

Hauptursachen sind pulmonale (46,6 %), intraabdominale (28,7 %), urogenitale (12,6
%), Haut- und Weichteilinfektionen (10,4 %). Die hdufigsten Erreger im gramnegativen
Bereich sind Escherichia coli (E. coli), Klebsiella species (spp.). und Pseudomonas
aeruginosa, (P. aeruginosa) im grampositiven Bereich Staphylococcus aureus (S.
aureus), Streptococcus pneumoniae (S. pneumoniae) und Enterococcus spp (Herold,
2016, SepNet Critical Care Trials Group, 2016, Reinhart et al., 2010).

Insgesamt sind 42,8 % der Infektionen, die zu einer Sepsis fiihren, ambulant erworben,
die restlichen 57,2 % sind nosokomialer Genese. VVon diesen nosokomialen Infektionen
wiederum werden 25,7 % auf der Intensivstation erworben, 21,2% auf Normalstation
und 4,6 % in stationaren Pflegeeinrichtungen (SepNet Critical Care Trials Group,
2016).
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Nosokomiale Erreger und ihre Haufigkeit sind abhéngig von der Infektions - und
Stationsart. Auf deutschen Intensivstationen waren von 2012 bis 2016 folgende Erreger
am haufigsten: fir Harnwegskatheter - assoziierte Harnwegsinfektionen: E. coli 36,2 %,
Extended - Spectrum - Betalaktamase (ESBL) - bildende E. coli 5,6 %, Enterococcus
spp. 26,7 %, P. aeruginosa 14,9 %, Klebsiella spp. 11,8 % und ESBL - bildende
Klebsiella spp. 6,4 %. Fir die zentraler Venenkatheter-assoziierte Sepsis: Koagulase -
negative Staphylokokken 32,2 %, Enterococcus spp. 20,6 %, S. aureus 14,1 %,
Methicillin - resistenter Staphylococcus aureus (MRSA) 27,5 %, E. coli 5,6 % und
ESBL - bildende E. coli 7,1 %. Atemwegsinfektionen invasiv beatmeter Patienten
waren bedingt durch Infektionen mit: S. aureus 17,7 %, MRSA 26,1 %, P. aeruginosa
15,4 %, Klebsiella spp. 14,8 %, ESBL - bildende Klebsiella spp. 4,4 %, E. coli 14,4 %
und ESBL - bildende E. coli 7,1 %. Die Erreger von Atemwegsinfektionen nicht -
invasiv beatmeter Patienten verteilen sich wie folgt: S. aureus 18,9 %, MRSA 22,4 %,
E. coli 14,1 %, ESBL - bildende E. coli 8,6 %, Klebsiella spp. 14,1 %, ESBL - bildende
Klebsiella spp. 1 % und P. aeruginosa 12,1 % (Nationales Referenzzentrum fir
Surveillance von nosokomialen Infektionen, 2017).

Nur in etwa 30 % der Félle ist eine Bakteridmie in der Blutkultur (BK) nachweisbar. In
weiteren 30 % kann kein mikrobiologischer Infektionsnachweis erbracht werden,
obwohl in klinischer Hinsicht eine Infektion wahrscheinlich ist (Herold, 2016, Reinhart
et al., 2010).

Sepsis ist ein Grund fir erhohte Morbiditdt und Mortalitdt und assoziiert mit
verldngerten Krankenhausaufenthalten und hohen Behandlungskosten (Angus et al.,
2001, Mayr et al.,, 2014). Insbesondere Blutstrominfektionen mit multiresistenten
Keimen stellen ein Problem dar, da die verbleibenden therapeutischen Optionen haufig
eingeschrankt sind. Beispielsweise werden ca. 2 % der bakteriellen Sepsisfalle durch P.
aeruginosa verursacht. Hiervon besitzen fast 16 % ein Gen fur die Bildung einer
Metallo - 3 - Laktamase (MBL), die dazu fuhrt, dass eine Resistenz gegenuber allen R3-
lactam Antibiotika inklusive der Carbapeneme vorliegt. Die Mortalitat im Krankenhaus
betragt bei MBL-bildenden P. aeruginosa Stdammen im Vergleich zu nicht MBL-
bildenden 61 % zu 34 %, bei 3/4 multiresistenten P. aeruginosa Stdmmen im Vergleich
zu nicht multiresistenten 63 % zu 30 % (Willmann et al., 2013). Somit ist eine schnelle

und effiziente Diagnostik sehr wichtig, da eine zeitnahe Keimidentifizierung und
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Antibiotikaempfindlichkeitstestung zur Einleitung einer ad&quaten Therapie den
Verlauf der Erkrankung verbessern und die Mortalitdt, die Dauer des
Krankenhausaufenthaltes und die Behandlungskosten senken koénnen (Bauer et al.,
2014, Savinelli et al., 2004).

1.3 Blutkulturdiagnostik

Die  Blutkulturdiagnostik gehért zu  den  wichtigsten  mikrobiologischen
Untersuchungsmethoden und liefert durch schnellen und zuverlassigen Erregernachweis
und Erstellung eines Antibiogramms die Voraussetzung flr eine gezielte Therapie,
verbesserte Prognose und Reduktion der Letalitdt bei einem septischen Geschehen
(Seifert, 2007, Brunkhorst et al., 2010, Dahouk, 2009).

Indikationen fiir die Abnahme von Blutkulturen stellen der klinische Verdacht auf eine
Sepsis oder einen septischen Schock, kontinuierliche Bakteriamien (z.B. Endokarditis,
Osteomyelitis, Pneumonien), sowie intermittierende Bakterdmien (z.B. Meningitis,
Abszesse, Katheter), Fieber unklarer Genese und zyklische Infektionskrankheiten (z.B.
Typhus) dar. Besonders zu beachten sind die Indikationen bei Neugeborenen,
Immunsupprimierten, Intensivpatienten und geriatrischen Patienten, da sich eine Sepsis
hier hdufig nicht mit den typischen klinischen Symptomen duf3ert.

Blutkulturen sollten unabhéngig von der Fieberhthe und mdglichst vor Beginn einer
Antibiotikatherapie abgenommen werden. Die Entnahme muss unter aseptischen
Bedingungen (hygienische Handedesinfektion, Einmalhandschuhe, Desinfektion der
Punktionsstelle, Desinfektion des Diaphragmas der Blutkulturflasche) erfolgen. Es
sollten mindestens zwei, aber maximal vier Blutkulturen durch separate periphere
Venenpunktionen entnommen werden, wobei jeweils eine aerobe, eine anaerobe und
ggf. eine Pilz-Blutkulturflasche mit dem gewonnenen Blut befiillt werden. Ein zeitlicher
Mindestabstand ist nicht erforderlich. Bei Erwachsenen sollte das Blutvolumen pro
Flasche ca. 10 ml betragen, bei Kindern > 20 kg Kdrpergewicht je 5 ml/Flasche, bei
Kindern < 20 kg Korpergewicht 1-5 ml/ Flasche und bei Frih - und Neugeborenen
mind. 0,5 ml. Nach Abnahme sollten die Blutkulturen innerhalb von zwei bis vier
Stunden, unter Schutz vor Auskuhlung, in ein mikrobiologisches Labor transportiert

werden. Eine Zwischenlagerung darf nur Uber Nacht, je nach Herstellerangaben bei
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36°C oder Raumtemperatur (RT), erfolgen. Lagerung und Transport dirfen 16 Stunden
nicht tberschreiten (Seifert, 2007, Brunkhorst et al., 2010).

Nach Eingang im Labor werden die Blutkulturen optisch auf Erregerwachstum,
Fullmenge, korrekte Beschriftung etc. Gberprift und anschlieend bebritet. Die
Bebritung erfolgt heutzutage Uberwiegend in automatischen Blutkultursystemen, in
Europa v.a. BacT/Alert von BioMérieux und BACTEC von Becton Dickinson (BD), die
in den 1970er Jahren eingefuhrt wurden und die manuellen Systeme weitestgehend
abgeldst haben (Seifert, 2007, Dahouk, 2009). Beide Systeme nutzen die Messung von
Kohlendioxid (CO), welches beim Wachstum von Mikroorganismen entsteht, als
Nachweisverfahren. Der CO2 - Anstieg wird fluorometrisch oder kolorimetrisch Gber
einen Indikator am Boden der Blutkulturflasche gemessen (Standardverfahren am
Institut fir Medizinische Mikrobiologie und Hygiene Tibingen) (Seifert, 2007). Die
Bebriitungszeit betragt in der Regel finf bis sieben Tage, die Mehrzahl der Blutkulturen
wird bereits in den ersten 24 Stunden positiv (Seifert, 2007, Brunkhorst et al., 2010).
Nach der Positivmeldung einer Blutkultur folgen die Anfertigung eines Grampraparates,
das Anlegen von Subkulturen und eine orientierende Empfindlichkeitsprufung. Die
endgiltige ldentifizierung und Resistenztestung erfolgt erst nach Anzucht mit
ausreichendem Kulturmaterial (Brunkhorst et al., 2010, Robert Koch Institut, 2017a,
Simon, 2012). Die derzeitige Routinediagnostik fur Erregeridentifizierung und
Antibiotikaempfindlichkeitstestung ist in erster Linie kulturbasiert und dauert im Schnitt
zwei oder mehr Tage (Bauer et al., 2014, Savinelli et al., 2004). Das analytische Ziel der
Blutkulturdiagnostik besteht in der Verkirzung der Zeit zwischen dem Positivwerden
der  Blutkultur und dem  Ergebnis der  Erregeridentifizierung  und
Antibiotikaresistenztestung, um dem Patienten schnellstméglich eine adéquate
antimikrobielle Therapie zukommen zu lassen (Seifert, 2007, Simon, 2012). Die
Ergebnisse dieser Verfahren missen dem behandelnden Arzt schnellstmdglich

telefonisch weiter gegeben werden.
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1.4 Neue Systeme fur schnellere Identifizierung und

Antibiotikaempfindlichkeitstestung aus Blutkulturen

Fur eine schnellere Erregeridentifizierung aus positiven Blutkulturen stehen vermehrt
massenspektrometrische und molekularbiologische Verfahren im Fokus. Es gibt bereits
mehrere Studien Uber den direkten Erregernachweis mittels MALDI - TOF -
Massenspektrometrie (matrix - assisted laser desorption ionization - time of flight mass
spectrometry) (Clerc et al., 2013, La Scola and Raoult, 2009, Fiori et al., 2016, Vlek et
al., 2012) und molekularbiologischer Tests, wie beispielsweise dem BioFire FilmArray
Blood Culture Identification Panel (BCID Panel) (BioMérieux, USA) und den Verigene
Bloodstream Infection Tests (Nanosphere, USA) (Fiori et al., 2016, Salimnia et al.,
2016, Ward et al., 2015, Altun et al., 2013, Walker et al., 2016, Ledeboer et al., 2015).
Die molekular basierten Testsysteme zeichnen sich durch einen hohen Grad an

Automatisierung und einer geringen ,,hands - on time* aus.

Das BioFire FilmArray BCID Panel ist ein geschlossenes, automatisiertes Kartuschen
Multiplex PCR System, welches 24 Pathogene (8 grampositive Bakterien, 11
gramnegative Bakterien, 5 Candida spp.) und 3 Antibiotikaresistenzgene (mecA,
vanA/B, blakpc) umfasst. Das System extrahiert und reinigt zuerst die DNA in der
Probe. Anschliefend wird eine nested multiplex PCR durchgefihrt. In der ersten PCR
werden zwischen 200 und 500 Basenpaar - Segmente vervielféltigt. In der zweiten PCR
werden Primer genutzt, die an Sequenzen innerhalb der bereits entstandenen Fragmente
binden, und so zur Amplifikation kirzerer PCR-Fragmente fuhren und die Spezifitét
erhohen. Mittels Endpunkt - Schmelzkurven werden die Ergebnisse automatisch
analysiert und festgehalten. Die Durchflihrungsdauer des Tests betrdgt zwei Minuten,
die Zeit zum Ergebnis ca. eine Stunde (Pence et al., 2013, BioFire, 2017, bioMérieux,
2017).

Die Verigene Bloodstream Infection Tests basieren auf einer sogenannten Nanogold
Technologie. Hierbei ist keine DNA - Amplifikation notwendig. Auf Glastrdgern
fixierte, erregerspezifische Fangsonden werden mit der aus positiven Blutkulturen
extrahierten DNA inkubiert. Es kommt zur Hybridisierung komplementérer Sequenzen.
In einem nédchsten Schritt binden mit Gold - Nanopartikeln konjugierte, zur Ziel - DNA

komplementire Sonden und bilden ein ,,Sandwich®. Die Goldpartikel geben ein Signal,
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welches durch die Bindung von elementarem Silber verstarkt wird und den Nachweis
gebundener DNA ermdglicht. Der Verigene Gram - Negative Blood Culture Test (BC -
GN) umfasst 9 Pathogene (4 auf Genuslevel, 5 auf Spezieslevel) und 6
Antibiotikaresistenzgene (blactx-m, blaime, blakec, blanom, blaoxa, blaviv), der
Verigene Gram - Positive Blood Culture Test (BC - GP) 13 Pathogene (4 auf
Genuslevel, 9 auf Spezieslevel) und 3 Antibiotikaresistenzgene (mecA, vanA, vanB). Flr
die Durchfuihrung benétigt man nicht langer als finf Minuten, die Laufzeit betragt zwei
bis zweieinhalb Stunden (Pence et al., 2013). Abgesehen vom Nachweis einzelner
Resistenzgene, liefern diese Systeme keine Informationen uber die Antibiotikaresistenz

oder - empfindlichkeit des Erregers.

1.5  Funktionsprinzip des Accelerate Pheno™ Systems

Im Gegensatz zu den vorhergehend beschriebenen Systemen, handelt es sich beim
Accelerate Pheno™ um ein vollautomatisiertes System zur direkten Identifizierung und

zusétzlich zur Antibiotikaresistenztestung von Bakterien aus positiven Blutkulturen.

Automatische Probenaufbereitung mittels Gelelektrofiltration

Das Probenmaterial wird automatisch in eine Agarosegeltasche uberfiihrt. Das Gel
besitzt Poren, die kleiner als Bakterienzellen sind. Durch Eintauchen des Gels in einen
Puffer nehmen die Bakterien eine negative Ladung an. Durch das Anlegen einer
elektrischen Spannung, wird der Debris ins Gel gezogen, die Bakterien aber bleiben
aufgrund ihrer GroRe an der Wand der Tasche hangen. Nach Ablegen der Spannung
bleibt eine reine Bakterienlésung im Well zurlick (Accelerate Diagnostics, 2017,
Chantell, 2015).

Immobilisation der Zellen mittels elektrokinetischer Konzentration

Die Bakterienlésung wird nun in eine Multikanalkassette tberfiihrt. Die Kassette besitzt
48 Kanale/Zellen (20 fur die Identifikation, 28 fur die Resistenztestung), deren Boden
aus durchsichtigem Glas und deren Oberseite aus Plastik besteht. Die Oberflache jeder
Zelle ist mit einer Schicht aus Indiumzinnoxid Uberzogen, welches als Elektrode dient.

Der Boden ist zusétzlich mit einem kationischen Poly - L - Lysin beschichtet. Wird eine
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niedrige Spannung angelegt, werden die Bakterien negativ geladen und haften an der

positiv geladenen Bodenschicht (Accelerate Diagnostics, 2017, Chantell, 2015).

Identifikation mittels Fluoreszenz in situ Hybridisierung

Nun kommt in jede Zelle ein Gemisch aus ATTO - 532 (griin) markierten DNA -
Sonden und ATTO - 647 (rot) markierten Sonden. Die ATTO - 647 - Sonden binden an
rRNA aller Bakterien (universell), wohingegen die ATTO - 532 - Sonden jeweils
spezifisch fur ein Bakterium sind. Ein Epifluoreszenzmikroskop mit einer Kamera im
Bereich von 532 - 647 nm und mit Dunkelfeld erstellt Fotos von jeder Zelle, welche von
einer speziellen Software ausgewertet werden. Dabei werden nur Objekte analysiert, die
ein Universal - Proben - Signal bzw. ein Universal - und ein Target - Proben - Signal
geben. Letztere Konstellation stellt das Identifikationsergebnis dar. Es kann auch eine
Quantifizierung der Organismen vorgenommen werden. Hierzu wird als Kontrolle in
einer zusatzlichen Zelle eine universelle Nukleinsiurefarbe pipettiert, um die Anzahl
aller Organismen in der Probe zu bestimmen. Das Ergebnis wird mit der Anzahl jedes
Zielorganismus und aller Universalorganismen verglichen und verrechnet (Accelerate
Diagnostics, 2017, Chantell, 2015).

Resistenztestung

Entsprechend dem Ergebnis der Identifizierung wird ein Antibiotika - Panel gewéhlt
und getestet. Zunachst wird die Wachstumsrate normalisiert und erneut die Anzahl der
Organismen in der Bakterienlosung gemessen. Die Zellen fur die Resistenztestung
werden mit der Bakterienlosung befillt und die Bakterien wie bereits beschrieben
immobilisiert. Miller - Hinton (MH) - Boullion mit je einem unterschiedlichen
Antibiotikum wird hinzugefigt. Jedes Antibiotikum wird in nur einer Konzentration
getestet. Ein Kanal mit reiner MH - Boullion dient als Wachstumskontrolle. Alle 10
Minuten nimmt ein Dunkelfeldmikroskop mit Kamera Bilder jeder koloniebildenden
Einheit (KBE) auf. Eine Software analysiert die Wachstumsrate und erstellt spezifische
Wachstumskurven, deren Muster ein Computer Algorithmus mit Ergebnissen bekannter
Organismen vergleicht. Die ermittelte MHK wird mit Hilfe standardisierter Breakpoints
in sensitiv (S), intermediar (1) und resistent (R) eingeteilt (Accelerate Diagnostics, 2017,
Chantell, 2015).
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In Tabelle 2 sind das Identifikationsspektrum und das Antibiotikapanel fir

gramnegative Erreger abgebildet.

Tabelle 2 Accelerate Pheno™ Identifikations- und Antibiotikapanel fiir gramnegative Keime

o[z aNaY¥eeELEEEg ez
Keim » F O L O 0 Ww=352Z2g0F 0O =240
E. coli e o o o o o o e o o o o e o
Klebsiella spp. o o o o o o o e o o o o o o
Enterobacter spp. ) e o o o e o o o o o o
Proteus spp. o o e o o o e o o o o °
Citrobacter spp. ° e o o o o o o o o o o
S. marcescens ° e o o o ) ° ° °
P. aeruginosa ° e o e o o o o o o o
A. baumannii o o ° e o o e o °

AB = Antibiotikum; SAM = Ampicillin-Sulbactam; TZP = Piperacillin-Tazobactam; CFZ = Cefazolin;
FEP = Cefepim; CAZ = Ceftazidim; CRO = Ceftriaxon; ETP = Ertapenem; IMP = Imipenem;

MEM = Meropenem; AMK = Amikacin; GEN = Gentamicin; TOB = Tobramycin; CIP = Ciprofloxacin;
MIN = Minocyclin; AZT = Aztreonam; CST = Colistin.

(Chantell, 2015)

1.6 Aufgabenstellung/Zielsetzung

Da es sich bei der Sepsis um ein haufiges Erkrankungsbild handelt, das mit einer hohen
Mortalitat belastet ist, ist eine schnelle Blutkulturdiagnostik von entscheidender
Bedeutung, um ein addaquates Patientenmanagement und eine optimale
Patientenversorgung zu gewaéhrleisten. Insbesondere das Auftreten von Sepsis mit
multiresistenten gramnegativen Bakterien wie ESBL - bildenden Enterobacteriaceaen
und multiresistenten P. aeruginosa Stammen stellt eine therapeutische und
krankenhaushygienische Herausforderung dar (Angus et al., 2001, Bauer et al., 2014,
Savinelli et al., 2004, Peleg and Hooper, 2010).

Das Accelerate Pheno™ System (Accelerate Diagnostics, USA) ist ein
vollautomatisiertes Testsystem, dass eine direkte Erregeridentifizierung innerhalb von

1,35 Stunden und eine Antibiotikaempfindlichkeitstestung innerhalb von 5,3 Stunden
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direkt aus positiven Blutkulturen ermdglicht. Zur Identifizierung von Bakterien werden

Gelelektrofiltration und Fluoreszenz - in - situ - Hybridisierung (FISH) kombiniert.

Mittels Automikroskopie werden Wachstumsraten der Bakterien unter Zugabe des

Antibiotikums analysiert und minimale Hemmkonzentrationen (MHKSs) errechnet.

Ziel dieser Studie ist es, bei Sepsisepisoden verursacht durch gramnegative Bakterien

i)

i)

zu Gberpriifen, inwiefern das Accelerate Pheno™ System positive
Blutkulturerreger im Vergleich zur herkémmlichen kulturbasierten
Identifizierung korrekt identifizieren kann,

das Ergebnis der Resistenztestung des Accelerate Pheno™ mit den
konventionellen kulturbasierten Resistenztestungen ibereinstimmt und

zu erheben, wie viel schneller eine Identifizierung wund ein
Resistenztestungergebnis durch den Einsatz des Accelerate Pheno™, im
Vergleich zur herkdmmlichen kulturbasierten Routinediagnostik, vorliegen.

Der Fokus der Studie liegt hierbei auf Sepsisepisoden, die durch gramnegative Erreger

verursacht werden. Der Grund hierfir liegt in den sehr niedrigen Raten von

Sepsisepisoden mit resistenten grampositiven Keimen, wie MRSA und Vancomycin-

resistenten Enterokokken (VRE), die in unserem Labor derzeit noch unter 1 % liegen
(Marschal et al., 2017).
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2 Material und Methoden

Die Angaben zu Material und Methoden basieren auf laborinterner standardisierter

Vorgehensweise.

2.1 Aufbau

Die Studie fand im Zeitraum von April 2016 bis Oktober 2016 am Institut fur
Medizinische Mikrobiologie und Hygiene der Universitdt Tibingen mit Zustimmung
des zustandigen Ethik Komitees (Aktenzeichen des Ethikvotums: 139/2016BQO2) statt.
Eingeschlossen wurden positive Blutkulturen, die von stationdaren Patienten und
Notfallpatienten der CRONA - Klinik, sowie der BG Unfallklinik in Tlbingen
stammten. Es wurde jeweils die erste positive Blutkultur eines jeden Patienten, die im
Grampraparat gramnegative Stabchen zeigte, in die Studie aufgenommen. Zeigten sich
im ersten Grampréparat grampositive Bakterien oder Pilze, wurde die Probe nicht in die

Studie eingeschlossen.
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Positive Blutkultur \
BACTEC
(Becton Dicknson)

Grampraparat
gramnegative Stabchen

. Accelerate_th_enoT'V' System
Identifizierung &
Antibiotikaempfindlichkeitstestung
innerhalb von 24 h nach
Positivmeldung der Blutkultur

Routine Laborteil

ifizi Antibiotika-
"i',.ei‘\tﬂf['ﬁ'_iréﬂg Lagggléng empfindlichkeitstestung
(Bruker Daltonics) i VITEK 2, N232

(bioMérieux)

/

Antibiotikaempfindlichkeitstestung Antibiotikaempfindlichkeitstestung
VITEK 2, N232 E-Test
(bioMérieux) (Bestbion)

Ubereinstimmung der Ergebnisse beider
Testverfahren; bei Wiederholung
Ubereinstimmung 3 von 4
Testergebnissen y.

v
Eigener Laborteil

Abbildung 1 Aufbau der Studie
Eigene Darstellung

2.2 Ablauf der Routine Blutkulturdiagnostik

Die in die Studie eingeschlossenen Proben wurden normal in der Routine durch das
medizinisch technische Assistenten (MTA) Team der medizinischen Mikrobiobiologie
bearbeitet. Die Laborarbeitszeiten sind werktags von 7.30 Uhr bis 17.30 Uhr und am
Wochenende von 7.30 Uhr bis 15.00 Uhr. Die Bearbeitung der Blutkulturen erfolgte
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jeden Morgen ab 7.30 Uhr und wahrend der Arbeitszeiten, sobald sie positiv gemeldet
wurden.

Nach Eingang im Labor wurden die Blutkulturen im Bactec 9240 (BD) bei 35°C +/-
1,5°C inkubiert. Nach Positivmeldung erfolgte eine Gramfarbung nach
Standardprotokoll, sowie die Aussaat der positiven Blutkulturflasche auf verschiedene
Agarplatten (aerobe BK: Colistin - Nalidixinsdaure - Agar (CNA - Agar) aerob, Brain -
Heart - Agar (BH - Agar) CO>; anaerobe BK: CNA - Agar aerob, BH - Agar CO> und
anaerob; Pilz BK: BH - Agar CO», Sabouraud - Agar (SAB - Agar) aerob), die uber
Nacht bei 37°C Grad bebritet wurden. AnschlieBend wurde am ndchsten Tag eine
Identifizierung mittels MALDI - TOF (Bruker Daltonics) vorgenommen und ein
Antibiogramm im VITEK 2 (BioMérieux) mit der Resistenztestungskarte AST - N232
gemaR den Angaben des Herstellers durchgefiihrt. Alle Resultate wurden im
Laborinformationssystem SWISSLAB (Roche Diagnostics) dokumentiert. Falls in der
initialen Gramfarbung ein gramnegatives Stabchen mikroskopisch gesehen wurde,
wurde direkt ein Accelerate Pheno™ Test durchgefiinrt. Die Stamme wurden zur
ausfihrlichen Charakterisierung bei -80°C in speziellen Tubes (Microbank blue, Pro-
Lab Diagnostics) eingefroren.

Fur die Evaluierung wurde die Antibiotikaempfindlichkeit sowohl am VITEK 2

wiederholt, als auch mit E - Tests ermittelt.

2.3 Accelerate Pheno™ System

Material

Tabelle 3 Accelerate Pheno™ System Gerat und Material

Name Hersteller Bestellnummer

Accelerate Pheno™ System, Accelerate Diagnostics
Software Version 1.0
Accelerate Pheno™ Test BC Kit Accelerate Diagnostics 10101008
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Abbildung 2 Zwei Accelerate Pheno™ System Module mit Bildschirm
Eigenes Bild

Abbildung 3 Accelerate Pheno™ Test BC Kit  Abbildung 4 Accelerate Pheno™ Modul offen
Eigenes Bild Eigenes Bild

Testprinzip

Das Geréat stellt ein vollautomatisiertes System zur direkten Identifizierung und
Resistenztestung hdufiger gramnegativer und grampositiver Bakterien aus positiven
Blutkulturen dar.

Die Probenaufbereitung erfolgt automatisch mittels Gelelektrofiltration. Immobilisiert
werden die Bakterien per elektrokinetischer Konzentration.

In einem n&chsten Schritt werden die Erreger anhand von Fluoreszenz - in - situ -
Hybridisierung identifiziert.

15
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Entsprechend dem Ergebnis der Identifizierung erfolgt eine Resistenztestung mit einem
erregerspezifischen Antibiotika - Panel. Mittels durch Dunkelfeldmikroskopie erzeugter

Bilder werden von einer Software Wachstumskurven erstellt und ausgewertet.

Durchfihrung

Laut Hersteller wird empfohlen, eine Blutkultur nach Positivmeldung innerhalb von
acht Stunden zu verarbeiten. Aufgrund der Arbeitszeiten im Labor wurde diese Zeit auf
24 Stunden ausgeweitet. Die Assay Cassette wurde aus der Kartusche entnommen und
die Kartusche 3 x ruckartig nach unten bewegt, um mogliche Reagenzienblaschen zu
entfernen. Das Probeflaschchen wurde herausgenommen und mit 5 ml Blut aus der
positiv gemeldeten Blutkultur befullt. AnschlieBend wurde das Probeflaschchen wieder
in die Kartusche eingesetzt. Die Assay Cassette und die Kartusche wurden in das
Accelerate Pheno™ Gerat eingesetzt und der Vorgang gestartet. Die Durchfiihrung

erforderte nicht mehr als zwei Minuten.

2.4 Datenzusammenfuhrung und  detaillierte  Charakterisierung  der
eingeschlossenen Isolate

Im Rahmen dieser Arbeit wurden sé&mtliche in die Studie eingeschlossenen Isolate
erneut aufgetaut, die Resistenztestung mit dem VITEK 2 wiederholt und mit dem
Ellipsometertest fiir alle aufgefiihrten Antibiotika bestétigt. Fir Amikacin, Ceftriaxon,
Ertapenem, Aztreonam und Colistin wurde die MHK nur mittels E - Test bestimmt, da
diese Antiobiotika nicht in der VITEK 2 AST-N232 Karte vorhanden sind. Die
Ergebnisse wurden anhand der European Committee on Antimicrobial Susceptibility
Testing (EUCAST) Linien der Version 6.0 beurteilt.

2.4.1 Auftauen, Abimpfen und Einfrieren der Isolate

Die Isolate wurden dem -80 C° Freezer entnommen und in einer Box auf Eis gestellt.
Das Tube wurde geotffnet, der Rand abgeflammt und mit einer Einmaldse ein
Kiigelchen herausgenommen und auf einer beschrifteten Blutplatte im 3 - Osen -
Prinzip ausgestrichen. Der Rand des Tubes wurde erneut abgeflammt, das Rohrchen
wieder bei -80 C° aufbewahrt und die Blutplatte bei 36 C° im Brutschrank bebriitet. Am
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nachsten Tag erfolgte auf einer neuen Blutplatte eine Abimpfung der aufgetauten
Kultur. Diese wurde ebenfalls bei 36 C° bis zum folgenden Tag inkubiert.

Von der Abimpfung wurden zwei neue Tubes beimpft, indem jeweils der Rand des
Réhrchens abgeflammt wurde, Kulturmaterial von mindestens der Halfte der 1. Fraktion
mit einem sterilen Wattetupfer aufgenommen und in das Medium (Kugelchen und
Flussigkeit) des Tubes eingerieben wurde, bis eine deutliche Trilbung entstand. Nach
ca. zweiminutiger Inkubation wurde mit einer Einmalpipette die ganze
Mediumflissigkeit abgenommen, das Tube abgeflammt, verschlossen und bei -80 C°
aufbewahrt. Aus der Mediumflissigkeit wurde auf einer Viertel Blutplatte eine

Reinheitskultur angelegt und bei 36 C° inkubiert.

242 VITEK?2

Material
Untersuchungsmaterial: Bakterienkulturen, nicht alter als 48 Stunden
Tabelle 4 VITEK 2 Gerét und Material

Name Hersteller Bestellnummer

VITEK 2 bioMérieux

AST-N232 (gramnegative Stabchen) bioMerieux 413116

VITEK NaCl bioMérieux 417820

Pipettenspitzen bioMérieux 21319
Testprinzip

Es handelt sich um ein vollautomatisiertes Gerat zur Resistenztestung haufiger
gramnegativer und grampositiver Bakterien. Zum Einsatz kommen Karten, welche ein
miniaturisiertes und geschlossenes System darstellen. Jede Karte besitzt 64 Kivetten,
die Antibiotika in jeweils verschiedenen Konzentrationen enthalten. Die Inkubation
erfolgt bei 35°C, wobei die Zeit abh&ngig von der Kartenart und dem
Wachstumsverhalten des Erregers ist. Die Art der Messung und Auswertung ist je nach
Karte unterschiedlich.

Bei der Resistenzbestimmung wird das Wachstum der Bakterien in An - und
Abwesenheit entsprechender Antibiotika mittels Transmissionsmessung ermittelt. Diese

erfolgt bei einer Wellenldnge von 660 nm fir jede Kivette alle 15 Minuten. Das
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gewonnene Wachstumsprofil wird elektronisch ausgewertet und die MHK fiir jedes
Antibiotikum errechnet. Anhand der EUCAST Standards wird in S, I und R unterteilt.

Durchfihrung

Fur die Resistenztestung wurde in 1,5 ml steriler 0,45 % iger Kochsalzlésung mit 2 - 3
Kolonien des zu untersuchenden Keims eine homogene Keimsuspension hergestellt.
Der Dichtewert wurde auf einen McFarland von 0,5 eingestellt. Das beimpfte
Plastiktube wurde auf den Carrier gestellt, daneben ein leeres Rohr, in welches die
entsprechende Karte gestellt wurde. Der Carrier wurde in das Gerét eingesetzt. Aus der

Keimsuspension wurde auf einer halben Blutplatte eine Reinheitskontrolle mitgefuhrt.

2.4.3 Arbeitsablauf Epsilometertest (E - Test)

Material

Untersuchungsmaterial: Bakterienkulturen, nicht &lter als 24 Stunden
Tabelle 5 E - Test Material

Name Hersteller Bestellnummer

Muller - Hinton - Agar  Laboreigene Herstellung
Blutagar Oxoid CM0331
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E - Teststreifen
Tabelle 6 E - Teststreifen

Antibiotikum / Bestell - MHK-Bereich

MIC Test Strip Hersteller  nummer (ng/ml) Lagerung
Amikacin Bestbion 01B10003  0,016-256 4°C
Ampicillin/Sulbactam (2/1)  Bestbion 01B10018  0,016-256 -20°C
Aztreonam Bestbion 01B10026  0,016-256 4°C
Cefepim Bestbion 01B10036  0,016-256 4°C
Ceftazidim Bestbion 01B10063  0,016-256 4°C
Ceftriaxon (high range) Bestbion 01B10068  0,016-256 4°C
Ciprofloxacin Bestbion 01B10083  0,002-32 4°C
Colistin (low range) Bestbion 01B10093  0,016-256 4°C
Ertapenem Bestbion 01B10111  0,002-32 -20°C
Gentamicin (high range) Bestbion 01B10131  0,064-1024 4°C
Imipenem Besthion 01B10134  0,002-32 -20°C
Meropenem Besthion 01B10150  0,002-32 -20°C
Piperacillin/Tazobactam Bestbion 01B10192  0,016-256 4°C
Tobramycin (low range) Bestbion 01B10234  0,016-256 4°C

MIC = minimum inhibitory concentration, MHK = minimale Hemmkonzentration

Testprinzip

E - Teste dienen der Bestimmung der MHK von Bakterien fur verschiedene Antibiotika.

Ein E - Test Streifen der Firma Bestbion besteht aus Papier. Auf der Unterseite enthalt

der Streifen einen definierten Antibiotikagradienten, der mit den MHK - Werten auf der

Oberseite korreliert. Diese ist mit je 15 MHK - Werten beschriftet, die jeweils um den

Faktor 2 ansteigen. Die MHK - Skala ergibt sich durch 15 Verdinnungen mit dem

Faktor 0,5. Der Streifen wird auf einen mit Bakterien ausgestrichenen Agar gelegt. Der

Antibiotikagradient diffundiert in den Agar und bleibt dort stabil. Das Wachstum der zu

untersuchenden Bakterien wird analog ihrer Resistenz gehemmt. Es ergibt sich ein

ellipsoider Hemmhof. Der Messbereich ist je nach Antibiotikum und dessen EUCAST -

Breakpoints unterschiedlich. Die MHK wird in pg/ml angegeben.
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Durchflihrung

Die E - Teststreifen sollten ca. 30 min vor Benutzung auf RT gebracht werden.

Mit einer 0,85 % igen Kochsalzlosung wurde mit Kulturmaterial eine homogene
Bakteriensuspension hergestellt. Der Dichtewert wurde auf einen McFarland von 0,5
eingestellt. Mit einem sterilen Wattetupfer wurde die Agarplatte gitterformig
ausgestrichen, sodass ein gleichmaRiger Bakterienrasen entstand. Nach einer
Trockenzeit von 10 - 15 min bei RT wurde mit einer Pinzette der entsprechende E -
Teststreifen mittig aufgelegt. Die MHK - Skala zeigte dabei nach oben. Zusatzlich
wurde auf einer halben Blutplatte (Ausnahme Proteus spp.: ganze Platte) aus dem
Inokulum eine Reinheitskontrolle angelegt. Die Bebritung von gramnegativen Stabchen
erfolgte 16 - 20 Stunden, bei langsam wachsenden Isolaten bis zu 48 Stunden, bei 35°C
+/- 2°C.

Ergebnisbewertung und Besonderheiten

Die Platten wurden nach der vorgegebenen Inkubationszeit abgelesen, wenn
ausreichendes Wachstum vorhanden war und die Hemmhofellipse sicher abgelesen
werden konnte. Die MHK wurde am Schnittpunkt der Hemmhofellipse mit der Skala
abgelesen. Einzelne Kolonien wurden beachtet und die MHK angeben, bei der eine
vollstdndige  Wachstumshemmung sichtbar war (Ausnahme bakteriostatische
Antibiotika, siehe unten). Die Ablesung erfolgte unabhéngig durch zwei Personen

mittels 4 - Augen - Prinzip.

Erregerbedingte Effekte:

e Das Schwarmen von Proteus spp. wird ignoriert.

e [} - Hamolyse wird ignoriert und nur der Endpunkt der Wachstumshemmung
abgelesen.

e Um winzige Kolonien und Tribungen besser sehen zu kénnen wird die Platte
gekippt.

e Bei bakteriziden Antibiotika wird die MHK bei vollstindiger Hemmung des
Wachstums abgelesen.

e Bei bakteriostatischen Antibiotika wird die MHK bei 80 % iger

Wachstumshemmung abgelesen.
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E-Teste erzeugen einen kontinuierlichen Antibiotikagradienten, sodass bei der Ablesung
auch Werte vorkommen, die zwischen denen der Reihenverdiinnung mit dem Faktor 0,5
liegen. Diese Werte wurden vor der Auswertung immer auf den ndchsthoheren Wert

aufgerundet.

Auswertung anhand der EUCAST - Breakpoints Version 6.0

Tabelle 7 EUCAST - Breakpoints Version 6.0 fiir Enterobacteriaceae und Pseudomonas spp.

Enterobacteriaceae Pseudomonas spp.

MHK (mg/1) MHK (mg/1)
Antibiotikum S< R> S< R>
Ampicillin - Sulbactam 8 8 - -
Piperacillin - Tazobactam 8 16 16 16
Cefepim 1 4 8 8
Ceftazidim 1 4 8 8
Ceftriaxon 1 2 4 4
Ertapenem 0,5 1 - -
Imipenem 2 8 4 8
Meropenem 2 8 2 8
Aztreonam 1 4 1 16
Ciprofloxacin 0,5 1 0,5 1
Amikacin 8 16 8 16
Gentamicin 2 4 4 4
Tobramycin 2 4 4 4
Colistin 2 2 4

MHK = minimale Hemmkonzentration, S = sensibel, R = resistet
(EUCAST, 2016)

2.5 Datenauswertung

Goldstandard flr Identifizierung und Resistenztestung

Als Goldstandard fir die Bakterienidentifikation wurde die kulturbasierte Identifikation
festgelegt. Fir die Resistenztestung der Antibiotika, die in der VITEK 2 Karte enthalten
sind, wurden die Ubereinstimmenden Ergebnisse aus dem VITEK 2 und den E - Tests
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als Goldstandard definiert. Gab es zwischen dem Ergebnis aus dem ersten VITEK 2 und
dem E - Test eine Diskrepanz, wurden beide Teste wiederholt. Zeigten drei der vier
Testergebnisse (S, | oder R) eine Ubereinstimmung, wurde dieses Resultat als korrekt
eingestuft. Fur alle Antibiotika (Amikacin, Ertapenem, Ceftriaxon, Aztreonam,
Colistin), die nicht in der VITEK 2 Karte vorhanden waren, wurde das Resultat des E -
Tests alleine als Goldstandard gewahlt. Dieser wurde erneut doppelt getestet, wenn
keine Ubereinstimmung vorlag. Deckten sich zwei der drei Testresultate (S, | oder R),
wurde dieses Ergebnis als korrekt gewertet. Alle Ergebnisse wurden in einer
Exceltabelle erfasst und zusammengefhrt.

Datenanalyse

Die Ergebnisse der Identifizierung des Accelerate Pheno™ wurden mit den
kulturbasierten Resultaten verglichen. War das Identifizierungsergebnis des
gramnegativen Keims mit beiden Methoden gleich, wurde die Probe durch den
Accelerate Pheno™ als korrekt identifiziert erachtet. Wurde ein zusatzlicher
gramnegativer Keim gefunden, ein anderer gramnegativer Stab identifiziert oder kein
Identifikationsergebnis erzielt, wurde die Probe als nicht korrekt identifiziert gewertet.
Grampositive Keime und Pilze wurden nicht mit einbezogen. Die Ergebnisse der
Antiobiotikaempfindlichkeitstestung des Accelerate Pheno™ wurden mit dem oben
beschriebenen Goldstandard verglichen. Auftretende Diskrepanzen wurden wie folgt
definiert: very major error (falsche Empfindlichkeit), major error (falsche Resistenz),
minor error (intermediér statt sensibel oder resistent). Der Anteil der very major errors
wurde errechnet, indem die Anzahl der very major errors durch die Anzahl der als
resistent getesteten Stdimme dividiert und mit 100 multipliziert wurde. Fir die Rate der
major errors wurde die Anzahl der major errors durch die Anzahl der sensibel getesteten
Stamme dividiert und mit 100 multipliziert und fir den Anteil der minor errors wurde
die Anzahl der minor errors durch die Gesamtzahl der Stdamme dividiert und mit 100
multipliziert. Alle drei Raten wurden in % angegeben.

Unter Supervision von Prof. Dr. med. MSc. Matthias Willmann und PD Dr. med. Silke
Peter wurden die Daten mittels der folgenden statistischen Verfahren ausgewertet.

Zur Uberpriifung auf eine Normalverteilung hin, wurde der D" Agostino’s K - squared

Test angewandt. Die Daten wurden in Medianen und Interquartilsabstdnden (IQR =
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engl. Interquartile range) angegeben. Mittels Bartlett’s Test wurde auf Gleichheit der
Varianzen zwischen Gruppen gepruft. Im Falle eines positiven Bartlett’s
Testergebnisses wurde anhand des Wilcoxon - Vorzeichen - Rang - Test ein
Hypothesentest durchgefihrt; andernfalls mittels gepaartem t - Test. Alle Analysen
wurden mit der Stata Version 12.1 durchgefihrt.

Erfassung der Ergebnisse flr Identifizierung, Resistenztestung und Bearbeitungszeiten

Zum Vergleich der Zeit bis zu einem Ergebnis der Identifizierung und
Antibiotikaresistenztestung zwischen der Routinediagnostik und dem Accelerate
Pheno™ System, wurden die Ergebnisse und Zeiten sowohl aus dem
Laborinformationssystem SWISSLAB, wie auch aus der Accelerate Pheno™ Software
extrahiert. Alle Daten wurden anschlieBend mit den Daten der wiederholten
Antibiotikaempfindlichkeitstestung am VITEK 2 und den Ergebnissen der E - Teste in
einer Exceltabelle zusammengefihrt. Diese enthielt ca. 15000 Datenpunkte. Erfasst
wurden Auftrags -, Labor -, Accelerate - und Einfriernummer der Proben, jeweils
Datum und Uhrzeit von Abnahme, Laboreingang, Positivmeldung und
Bearbeitungsbeginn sowie die time - to - positivity (TTP) der Blutkulturen, Datum und
Uhrzeit des Ergebnisses der Gramfarbung und der telefonischen Weitergabe des
Gramergebnisses, Datum, Uhrzeit und Ergebnis der Identifizierung mittels MALDI -
TOF, Datum und Uhrzeit der Antibiotikaresistenztestung mittels VITEK 2 aus der
Routinediagnostik und alle Ergebnisse aus der Routine und der Wiederholung, Datum
und Uhrzeit von Start, Erhalt der Ergebnisse und Testende, sowie der Laufzeit und aller
Ergebnisse der Identifizierung und Antibiotikaempfindlichkeitstestung des Accelerate
Pheno™ und alle Ergebnisse der Antibiotikaresistenztestung mittels E - Test. Zudem
wurden in einer weiteren Exceltabelle die Ergebnisse der Identifizierung und
Antibiotikaresistenztestung aller Testverfahren fiir einen besseren Uberblick direkt

gegenubergestellt.
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3 Ergebnisse

Uber einen Zeitraum von 6 Monaten wurden insgesamt 120 Blutkulturen mit
gramnegativen Stabchen mit dem Accelerate Pheno™ System getestet und ausgewertet.
5 Proben wurden von der Studie ausgeschlossen. Probe 1 wurde ausgeschlossen, da die
Bearbeitung am Accelerate Pheno™ System erst nach 44 Stunden erfolgte. Bei Nummer
77 handelte es sich um das Material desselben Patienten wie bei Nummer 75. In der
Probe 78 konnte nur Candida, jedoch kein gramnegatives Stdbchen nachgewiesen
werden und bei den Nummern 104 und 105 wurden Proben und Kontrollen vertauscht.
Alle weiteren 115 Proben wurden in die Studie eingeschlossen und ausgewertet. Dabei
handelte es sich bei 105 dieser Blutkulturen um Monokulturen, bei 10 um

Mischkulturen. Teile dieser Arbeit wurden bereits publiziert (Marschal et al., 2017).

3.1 Ildentifizierung gramnegativer Sepsiserreger

Insgesamt  wurden folgende Erreger aus monobakteriellen  Sepsisepisoden
nachgewiesen: E. coli  (n = 58), Klebsiella pneumoniae (K. pneumoniae) (n = 14),
Klebsiella oxytoca (K. oxytoca) (n = 2), P. aeruginosa (n = 8), Enterobacter cloacae (E.
cloacae) Komplex (n = 6), Serratia marcescens (S. marcescens) (n = 3), Proteus
mirabilis (P. mirabilis) (n = 2), Acinetobacter baumannii (A. baumannii) Komplex (n =
1), Citrobacter freundii (C. freundii) (n = 1), Bacteroides fragilis (B. fragilis) (n = 3),
Morganella morganii (M. morganii) (n = 1), Acinetobacter radioresistens (A.
radioresistens) (n = 1), Hafnia alvei (H. alvei) (n = 1), Sphingomonas paucimobilis (S.
paucimobilis) (n = 1), Moraxella nonliquefaciens (M. nonliquefaciens) (n = 1), Serratia
rubidaea (S. rubidaea) (n = 1) und Rhizobium radiobacter (R. radiobacter) (n =1).

Die Erreger der Mischkulturen waren: P. aeruginosa und Candida krusei (C. krusei) (n
= 1); E. coli, Staphylococcus simulans (S. simulans) und Staphylococcus hominis (S.
hominis) (n = 1); C. freundii und Enterococcus faecalis (E. faecalis) (n = 1); E. coli,
Proteus vulgaris (P. vulgaris) und C. freundii (n = 1); S. marcescens und E. faecalis (n
= 1); K. pneumoniae und E. faecalis (n = 2); E. coli, K. pneumoniae, K. oxytoca und
Streptococcus lutetiensis (S. lutetiensis) (n = 1); K. pneumoniae, E. coli, E. faecalis und
Enterococcus casseliflavus (E. casseliflavus) (n = 1) und E. coli und E. faecalis (n = 1)
(Marschal et al., 2017).
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Tabelle 8 Ubersicht im Panel enthaltener, korrekt identifizierter gramnegativer Erreger durch
das Accelerate Pheno™ System

Korrekte Identifikation Accelerate Pheno™ (n = 102/115)*
ACC Panel gramnegativ Monokulturen (n = 92/105)** Mischkulturen (n = 10)
E. coli n=>57 n=>5
Klebsiella spp. n=14 n=4
Enterobacter spp. n=6 n=0
Proteus spp. n=2 n=1
Citrobacter spp. n=1 n=2
S. marcescens n=3 n=1
P. aeruginosa n=28 n=1
A. baumannii n=1 n=0

ACC = Accelerate Pheno™ System, * = das Accelerate Pheno™ System konnte bei 102 der 115 in der
Studie eingeschlossenen Proben den Erreger korrekt identifizieren, ** = das Accelerate Pheno™ System
konnte 92 von 105 Monokulturen richtig identifizieren

Eigene Darstellung

In 102 der 115 Proben (88,7 %) wurden die gramnegativen Keime richtig identifiziert
(Tabelle 8). Bei 10 dieser Proben handelte es sich um Mischkulturen. In 13 Féllen
wurden die Erreger entweder falsch oder gar nicht identifiziert. Diese diskrepanten
Ergebnisse sind in Tabelle 9 aufgefihrt. Hierbei enthielten die Blutkulturen in 8 Fallen
Keime, die nicht vom Erregerspektrum des Accelerate Pheno™ Systems abgedeckt
werden und somit keine Identifizierung erfolgen konnte. Diese waren B. fragilis (n = 3),
M. morganii (n = 1), A. radioresistens (n = 1), H. alvei (n = 1), S. paucimobilis (n =1)
und M. nonliquefaciens (n =1). Betrachtet man nur Keime, die durch das Spektrum des
Accelerate Pheno™ Identifizierungspanel abgedeckt werden, konnte das System 102
von 105 (97,1 %) der gramnegativen Erreger richtig identifizieren. Desweiteren konnte
bei zwei Isolaten von K. pneumoniae kein ldentifikationsergebnis erbracht werden. In
drei Proben erbrachte das Accelerate Pheno™ System falsche Ergebnisse bei der
Erregeridentifikation. Hierbei wurden in zwei Proben falsche Keime identifiziert: S.
rubidaea wurde als S. marcescens identifiziert und in einer Probe mit R. radiobacter
wurde Candida glabrata (C. glabrata) als Identifikationsergebnis berichtet sowie in
einem einzigen Fall ein gramnegatives Stabchen als falsch positiv ermittelt: zusétzlich
zu E. coli identifizierte der Accelerate Pheno™ eine K. pneumoniae. In finf

Monokulturen wurde jeweils féalschlicherweise ein weiterer Keim bestimmt (Marschal
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et al., 2017). In den 10 Mischkulturen konnten alle gramnegativen Erreger richtig

identifiziert werden (Tabelle 10).

Tabelle 9 Ubersicht diskrepanter Identifikationsergebnisse des Accelerate Pheno™ Systems

Identifikationsergebnis (n)

Kommentar

Kultur Accelerate Pheno™ System
K. pneumoniae (2) Keine ldentifizierung (2)
B. fragilis (3) Keine ldentifizierung (3)
M. morganii (1) Keine Identifizierung (1)
A. radioresistens (1) Keine Identifizierung (1)
H. alvei (1) Keine ldentifizierung (1)
S. paucimobilis (1) Keine Identifizierung (1)

M. nonliquefaciens (1)  Keine Identifizierung (1)

E. coli (1) E. coli, Klebsiella spp. (1)

S. rubidaea (1) S. marcescens (1)

R. radiobacter (1) C. glabrata (1)

E. coli (2) E. coli, C. glabrata (2)

K. pneumoniae (2) Klebsiella spp., S. aureus (1)
Klebsiella spp.,
E. faecium (1)

S. marcescens (1) S. marcescens,

C. glabrata (1)

Keine Identifizierung, keine AB-
Empfindlichkeitstestung
Bakterium nicht im
Identifikationsspektrum enthalten,
keine AB-Empfindlichkeitstestung
Bakterium nicht im
Identifikationsspektrum enthalten,
keine AB-Empfindlichkeitstestung
Bakterium nicht im
Identifikationsspektrum enthalten,
keine AB-Empfindlichkeitstestung
Bakterium nicht im
Identifikationsspektrum enthalten,
keine AB-Empfindlichkeitstestung
Bakterium nicht im
Identifikationsspektrum enthalten,
keine AB-Empfindlichkeitstestung
Bakterium nicht im
Identifikationsspektrum enthalten,
keine AB-Empfindlichkeitstestung
Falsche Identifizierung, NW eines
zusétzlichen Keims, keine AB-
Empfindlichkeitstestung

Falsche Identifizierung, Bakterium
nicht im Identifikationsspektrum
enthalten, keine AB-
Emfindlichkeitstestung

Falsche Identifizierung, Bakterium
nicht im Identifikationsspektrum
enthalten, keine AB-
Emfindlichkeitstestung

NW eines zusétzlichen Keims
NW eines zusatzlichen Keims

NW eines zusatzlichen Keims

AB = Antibiotikum/Antibiotika, NW = Nachweis
(Marschal et al., 2017)
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Tabelle 10 Ubersicht der ldentifikationsergebnisse des Accelerate Pheno™ Systems aus
multibakteriellen Blutkulturen

Korrekte
el . Identifizie-
Identifikationsergebnis .
rung des keine
gram- Antibiotika-
™ negativen Empfindlich-
Kultur Accelerate Pheno'™ System Keims keitstestung
P. aeruginosa, C. krusei P. aeruginosa, S. aureus X
E. coli, S. simulans, E. coli X
S. hominis
C. freundii, E. faecalis Citrobacter spp. X
E. coli, P. vulgaris, E. coli, Proteus spp., X X
C. freundii Citrobacter spp.
S. marcescens, E. faecalis S. marcescens X
K. pneumoniae, Klebsiella spp., E. faecalis X
E. faecalis
E. coli, K. pneumoniae, E. coli, Klebsiella spp. X X
K. oxytoca, S. lutetiensis
K. pneumoniae, Klebsiella spp. X X
E. faecalis
K. pneumoniae, E. coli, Klebsiella spp., E. coli, E. X X
E. faecalis, faecalis
E. casseliflavus
E. coli, E. faecalis E. coli X

(Marschal et al., 2017)

3.2 Ergebnisse der Antibiotika Resistenztestung gramnegativer Erreger

Nach erfolgreicher Identifizierung wird im Accelerate Pheno™ System eine
Antibiotikaresistenztestung durchgefiihrt. Voraussetzung hierflr ist eine ausreichende
Menge an Bakterien in der Wachstumskontrolle. Von den 105 Proben, die in der Kultur
einen gramnegativen Erreger zeigten, konnte das System bei 104 Proben ebenfalls ein
gramnegatives Bakterium identifizieren. In einem Fall wurde eine C. glabrata anstelle
von R. radiobacter identifiziert. Der Accelerate Pheno™ erbrachte bei 95 (91,3 %)
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dieser 104 Proben Antibiotikaresistenzergebnisse. Von den insgesamt 115 Fallen
konnten bei 20 Proben keine Resultate der Antibiotikaresistenztestung erbracht werden.
Dabei handelte es sich bei 10 Proben um nicht identifizierte Keime, bei 2 Proben um
falsch identifizierte Keime (Tabelle 9), bei 4 Proben um gramnegative Mischkulturen
(Tabelle 10) und bei weiteren 4 Proben um Monokulturen (Marschal et al., 2017).

Die Resultate des Accelerate Pheno™, insgesamt 987, wurden mit den kulturbasierten
Ergebnissen des VITEK 2 und den Ergebnissen der E - Teste verglichen. Fir die
endgltige Beurteilung blieben 976 Ergebnisse Ubrig, da es bei 11 Messungen selbst
nach Wiederholung keine Ubereinstimmung zwischen VITEK 2 und E - Testen gab.
Diese wurden fir die nachfolgende Beurteilung ausgeschlossen (Marschal et al., 2017).
Die detaillierten Ergebnisse hierzu sind in den Tabellen 11 und 12 dargestellt.
Insgesamt betrug die Ubereinstimmung zwischen dem Accelerate Pheno™ System und
den kulturbasierten Ergebnissen der Antibiotikaresistenztestung 96,4 %. Die Rate der
minor errors betrug 1,4 %, die der major errors 2,3 % und die der very major errors 1,0
%. Betrachtet man die einzelnen Antibiotika, so zeigte sich bei Ertapenem die hochste
Ubereinstimmung (100 %), gefolgt von Meropenem (98,9 %) und Gentamicin (98,9 %),
Amikacin (97,9 %), Tobramycin (97,9 %), Ceftriaxon (97,6 %), Colistin (96,6 %),
Ciprofloxacin (95,7 %), Ampicillin - Sulbactam (955 %). Die geringste
Ubereinstimmung gab es bei Cefepim mit 88,9 % und Piperacillin - Tazobactam mit
92,3 %. Bei den major errors zeigten sich vor allem Diskrepanzen bei den Betalactam
Antibiotika Ampicillin - Sulbactam (8,8 %) und Piperacillin - Tazobactam (8,2 %)
(Tabelle 11) (Marschal et al., 2017).

Bei Ampicillin - Sulbactam traten die major errors in E. coli (n = 2) und K. pneumoniae
(n = 1) Spezies auf, bei Piperacillin - Tazobactam in Enterobacter spp. (n = 3) und P.
aeruginosa (n = 4). Weitere major errors zeigten sich bei Cefepim (3,6 %) in E. coli (n
= 1), P. aeruginosa (n = 1) und Enterobacter spp. (n = 1), bei Colistin (3,4 %) in E. coli
(n = 2) und K. pneumoniae (n = 1), bei Ceftriaxon (2,6 %) in E. coli (n = 1) und S.
marcescens (n = 1), bei Gentamicin (1,2 %) in E. coli (n = 1) und bei Tobramycin (1,2
%) ebenfalls in E. coli (n = 1). Insgesamt gab es nur einen very major error (1,0 %), der
bei Amikacin in P. aeruginosa (n = 1) auftrat. Der Anteil der minor errors verteilt sich
wie folgt: Cefepim (7,8 %), Ciprofloxacin (4,3 %), Meropenem und Amikacin mit

jeweils 11 %. Bei 7 (0,7 %) Messungen der insgesamt 976 zur
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Antibiotikaresistenztestung erbrachte der Accelerate Pheno™ kein Ergebnis, obwohl
die Messungen anderer Antibiotika bei diesen Stammen erfolgreich abgeschlossen
wurden (Tabelle 12) (Marschal et al., 2017).

Bei der Durchfiihrung der Antibiotikaempfindlichkeitstestung ergaben sich folgende
Auffalligkeiten des Accelerate Pheno™ Systems: die Messung von Ceftazidim und
Aztreonam wurde nach der Studiennummer 26 abgebrochen und bei allen weiteren
Messungen nicht mehr durchgefiihrt. Ebenso wurde die Empfindlichkeit fir Imipinem,
welches das System reguldr bei P. aeruginosa und A. baumannii testet, nach dem
vierten P. aeruginosa Stamm ( Studiennummer 22) nicht weiter gemessen. Auch wurde
bei dem einzigen identifizierten A. baumannii Stamm (Studiennummer 83) keine
Empfindlichkeit fir Minocyclin getestet, wie eigentlich im Panel angegeben.

Ein Interpretationsfehler trat nach der Studiennummer 35 auf. Ein Grofteil eigentlich
sensibel gemessener MHK Werte fur Ceftriaxon wurde von der Software des Accelerate

Pheno™ Systems als resistent angegeben.
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Tabelle 11 Vergleich der Antibiotikaempfindlichkeitsergebnisse zwischen dem Accelerate
Pheno™ System und der kulturbasierten Routinemethode

Antibiotikaempfindlichkeit
Accelerate Pheno™ System « Kulturbasiert

Anzahl Anzahl (%) der

der AB-  Ubereinstimmungen Anzahl (%) der Fehler

Empfind- very

lichkeits- minor  major  major
AB ergebnisse S S R/ R Insgesamt | errors  errors  errors
SAM 66 31 34 32 32 63(955) |0(0) 3(88) 0(0)
TZP 91 78 85 6 6 84(92,3) |0(0) 7(82) 0(0)
FEP 90 73 83 6/1* 6/1* 80(88,9) |7(78) 3(36) 0(0)
CRO 85 75 77 8 83(976) |[0(0) 2(@26) 0(0)
ETP 85 85 8 0 0 85(100) |0()  0(0) 0 (0)
MEM 94 91 91 2 3 93(989 |1(11) 0() 0 (0)
AMK 95 91 92 2 3 93(979 |11 0() 1(33,3)
GEN 94 84 85 9 9  93(989 |0(0) 1(1,2) 0(0)
TOB 94 82 84 10 10 92(979) |11 112 0(0)
CIP 94 69 73 21 21 90(957) |4(43) 0(0) 0 (0)
CST 88 8 83 0 0 85(96,6) |0(0) 3(34) 0(0)
Insgesamt | 976 844 876 97 100 941(96,4) | 14 (1.4) 20(2.3) 1(1,0)

* ein Stamm zeigte bei FEP ein intermediares Ergebnis im Accelerate Pheno™ und der kulturbasierten

Methode. AB = Antibiotikum, SAM = Ampicillin-Sulbactam, TZP = Piperacillin-Tazobactam,
FEP = Cefepim, CRO = Ceftriaxon, ETP = Ertapenem, MEM = Meropenem, AMK = Amikacin,

GEN = Gentamicin, TOB = Tobramycin, CIP = Ciprofloxacin, CST = Collistin,

S = sensibel, R/l = resistent/intermediar, AB = Antibiotikum/Antibiotika
(Marschal et al., 2017)
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Tabelle 12 Vergleich der Antibiotikaempfindlichkeitsergebnisse des Accelerate Pheno™
Systems mit den kulturbasierten Methoden fur 95 gramnegative Keime

Anzahl
der AB-
Empfind- Anzahl
Anzahl lichkeits- Keine Uberein- Anzahl Anzahl very
der ergeb- Ergeb-  stim- minor major major
Keim Stdmme nisse nisse mung errors  errors errors
E. coli 56 608 2 594 6 8 0
FEP (1) FEP (3) SAM (2)
MEM (1) CIP(2) FEP(1)
AMK (1) CRO (1)
GEN (1)
TOB (1)
CST (2)
Klebsiella spp. 14 148 2 144 2 2 0
SAM (1) TOB (1) SAM (1)
CIP (1) CIP(1) CST(1)
P. aeruginosa 9 72 0 65 1 5 1

SAM (1) TZP (4) AMK (1)
CST() FEP()
Enterobacter spp. 6 59 0 51 4 4 0
FEP (3) TZzZP (3)
CIP (1) FEP(1)

S. marcescens 5 45 0 44 0 1 0
CRO (1)
Proteus spp. 2 20 0 20 0 0 0
Citrobacter spp. 2 20 0 19 1 0 0
FEP (1)
A.baumannii 1 4 3 4 0 0 0
SAM (1)
TZP (1)
FEP (1)
Insgesamt 95 976 7 941 14 20 1

SAM = Ampicillin-Sulbactam, TZP = Piperacillin-Tazobactam, FEP = Cefepim, CRO = Ceftriaxon, MEM
= Meropenem, AMK = Amikacin, GEN = Gentamicin, TOB = Tobramycin, CIP = Ciprofloxacin, CST =
Colistin, AB = Antibiotikum/Antibiotika

(Marschal et al., 2017)
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3.3 Ergebnisse der Antibiotika Resistenztestung gramnegativer Erreger mit

Resistenzen

Die Studie beinhaltete 13 Stdamme, die Resistenzen bei Piperacillin - Tazobactam,
Ceftriaxon oder den Carbapenemen Ertapenem und Meropenem zeigten. Darunter
befanden sich 7 ESBL - Bildner und 3 multiresistente P. aeruginosa Stdmme. Der
Accelerate Pheno™ konnte die Resistenzen gegeniiber diesen Antibiotika in allen
Stammen erfolgreich nachweisen. Zwei Stamme (M. morganii und H. alvei) mit
chromosomalen AmpC - Betalactamasen konnten nicht bestimmt werden, da sie nicht
im Identifikationsspektrum des Systems enthalten sind (Marschal et al., 2017). Einen
genauen Uberblick der MHK Ergebnisse dieser resistenten Isolate liefern die Tabellen
13/1 und 13/2.
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Tabelle 13/1 Uberblick der MHK Ergebnisse des Accelerate Pheno™ und der E - Teste bei
Piperacillin - Tazobactam, Ceftriaxon, Ertapenem oder Meropenem resistenten Isolaten (1-7/13)

Isolate (n =13, 1-7)

MHK C.
(ng/ freundii  E. coli E. coli E. coli E. coli E. coli E. coli
mh)  Test (1) 2 (©) ) ®) (6) ()
ACC ND 4(S) >64(R) >64(R) >64(R) >64(R) >64(R)
SAM | E- 6 (S) 24 (R) 24 (R) >256 (R) 64 (R) >256 (R)
Test

ACC 128(R) <4(S) <4(S) <4(S) 128(R) <4(S) 128(R)
TzP |E-  >256(R) 0,75(S) 2(S) 05(S)  >256(R) 4(S) 64 (R)

Test

ACC <1(S) <1(S) 16 (R) 2 (D <1(S) >32(R) <1(S)
FEP E- 1(S) * * 4D 0,38(S) 12(R) 1(S)

Test

ACC =>8(R) >8 (R) >8 (R) >8 (R) 0,5(S) >8 (R) <0,25

(S)

RO E- >32(R) >32(R) >32(R) >32(R) 0,125 >32 (R) 0,094

Test (S) (S)

ACC 0,25(S) 0,25(S) <0,125 0,25(S) 0,25(S) 0,25(S) <0,125
ETP () )

E- 0,094 0,012 0,012 0,008 0,012 0,012 0,008
Test  (S) (S) (S) (S) (S) (S) (S)
ACC <0,25 <0,25 <0,25 <0,25 <0,25 <0,25 <0,25
e (S) (S) (S) (S) (S) (S) (S)

E- 0,047 0,032 0,023 0,016 0,032 0,023 0,016
Test  (S) (S) ) () (S) (S) (S)
ACC <4 (S) <4 (S) <4 (S) <4 (S) <4 (S) 16 (1) <4 (S)
AMK | E- 1,5(S) 2 (S) 4(S) 2 (S) 2 (S) 8 (S) 1(S)
Test

ACC <1(S) <1 (S) 16 (R) <1(S) <1 (S) 2 (S) 16 (R)
GEN | E- 0,25(S) 0,5(S) 24 (R) 0,75(S) 0,5(S) 0,5(S) 12 (R)
Test

ACC <1(S) <1(S) 16 (R) <1(S) <1(S) >32(R) 16 (R)
TOB | E- 1(S) 0,75(S) 24 (R) 0,75(S) 0,75(S) 16 (R) 16 (R)

Test

ACC <0,25 <0,25 >8 (R) >8 (R) >8 (R) >8 (R) >8 (R)
cIp ) O

E- 0,047 0,5 () >32(R) >32(R) =>32(R) >32(R) >32(R)

Test  (S)

ACC <0,5(S) <0,5(S) <0,5(S) 2(S) <0,5(S) 2(S) <0,5 (S)
CST E- 1,5 (S) 1(S) 0,75(S) 1(S) 2 (S) 1,5 (S) 1(S)

Test

CAZ, CAZ,

Kommentar AmpC+ ESBL+ ESBL+ ESBL+ CTX (S) ESBL + CTX (S)
MHK = minimale Hemmkonzentration, ACC = Accelerate Pheno™, ND = nicht durchgefiinrt
* = nicht Ubereinstimmende Ergebnisse von VITEK2 und E-Test wurden fiir die Auswertung

ausgeschlossen, SAM = Ampicillin-Sulbactam, TZP = Piperacillin-Tazobactam, FEP = Cefepim,
CRO = Ceftriaxon, ETP = Ertapenem, MEM = Meropenem, AMK = Amikacin, GEN = Gentamicin,
TOB = Tobramycin, CIP = Ciprofloxacin, CST = Colistin, AmpC = AmpC-Betalaktamasen ,

ESBL = Extended-Spectrum-Betalaktamasen, CAZ = Ceftazidim, CTX = Cefotaxim

(Marschal et al., 2017)
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Tabelle 13/2 Uberblick der MHK Ergebnisse des Accelerate Pheno™ und der E - Teste bei
Piperacillin - Tazobactam, Ceftriaxon, Ertapenem oder Meropenem resistenten Isolaten (8-
13/13)

Isolate (n = 13, 8-13)

MHK P. P. P.
(ng/ E. coli E. coli E. coli aeruginosa  aeruginosa  aeruginosa
ml) Test (8) (9) (10) (11) (12) (13)
ACC 16 (R) 32 (R) >64 (R) - - -
SAM | E- * 16 (R) 64 (R) ND ND ND
Test
ACC <4(S) <4 (S) <4 (S) 128 (R) 128 (R) 128 (R)
TZP E- 0,38(S) 0,5(S) 0,75(S) >256(R) >256 (R) 12 (S)
Test
ACC <1(S) 16 (R) >32(R) 32(R) 32 (R) 32 (R)
FEP E- * 6 (R) 16 (R) 96 (R) >256 (R) 24 (R)
Test
ACC >8(R) >8 (R) >8 (R) - - -
CRO | E- >32(R) >32(R) >32(R) ND ND ND
Test
ACC 025(S) 025(S) 0,25(S) - - -
ETP E- 0,006 (S) 0,012 (S) 0,023(S) ND ND ND
Test
ACC <0,25 <0,25 <0,25 >16 (R) 4 >16 (R)
MEM (S) (S) (S)
E- 0,012 (S) 0,016 (S) 0,032(S) >32(R) >32 (R) >32 (R)
Test
ACC <4(S) <4 (S) <4 (S) >128 (R) <4 (S) >128 (R)
AMK | E- 1(S) 0,75(S) 15(8) 24 (R) 16 (1) 24 (R)
Test
ACC 2(S) <1(S) 16 (R) >32 (R) 16 (R) 16 (R)
GEN | E- 0,38(S) 0,25(S) 05(S) >256 (R) >256 (R) 16 (R)
Test
ACC <1(S) <1(S) 8(R) >32 (R) 16 (R) >32 (R)
TOB | E- 0,75(S) 0,5(S) 1(S) >256 (R) >256 (R) 24 (R)
Test
ACC >8(R) <0,25 >8 (R) >8 (R) >8 (R) >8 (R)
CIP S)
E- >32(R) 0,094 (S) >32(R) >32(R) >32 (R) >32 (R)
Test
ACC <05(S) <05(8) 2(S <0,5 (S) <0,5 (S) <0,5 (S)
CST E- 0,75(S) 1(8) 1(S) 2 (S) 1,5 (S) 0,75 (S)
Test
Kommentar ESBL+ ESBL+ ESBL+ MDR MDR MDR
Phénotyp Phénotyp Phénotyp
MHK = minimale Hemmkonzentration, ACC = Accelerate Pheno™, ND = nicht durchgefiihrt,
* = nicht 0Obereinstimmende Ergebnisse von VITEK2 und E-Test wurden fir die Auswertung
ausgeschlossen, - = diese Pathogen-Antibiotikum Kombination wurde nicht vom Accelerate Pheno™

durchgefiihrt, SAM = Ampicillin-Sulbactam, TZP = Piperacillin-Tazobactam, FEP = Cefepim,

CRO = Ceftriaxon, ETP = Ertapenem, MEM = Meropenem, AMK = Amikacin, GEN = Gentamicin,
TOB = Tobramycin, CIP = Ciprofloxacin, CST = Colistin, ESBL = Extended-Spectrum-Betalaktamasen,
MDR = multidrug resistant

(Marschal et al., 2017)
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3.4 Zeitenvergleich

3.4.1 Vergleich der Zeit bis zum Ergebnis zwischen dem Accelerate Pheno™ System

und der kulturbasierten Diagnostik

Fur die Studie standen 2 Module des Accelerate Pheno™ Systems zur Verfiigung, somit
konnten jeweils 2 Proben gleichzeitig bearbeitet werden. Im Mittel wurde die Testung
am Accelerate Pheno™ 8,13 h (IQR = 2,63 — 13,38 h) nachdem die Blutkultur im
Blutkulturinkubator positiv geworden ist und 2,23 h (IQR = 1,42 — 3,02 h) nach Beginn
der Bearbeitung der positiven Blutkultur gestartet. Fir alle Proben, die erst nach 8 h
nach Positivmeldung der Blutkultur am Accelerate Pheno™ getestet wurden, konnte bei
den Ergebnissen von Identifikation und Antibiotika Resistenztestung kein Nachteil
festgestellt werden (Tabelle 14) (Marschal et al., 2017).
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Tabelle 14 Accelerate Pheno™ System Testergebnisse fiir Identifikation und
Antibiotikaempfindlichkeit innerhalb unterschiedlicher Zeitspannen nach Positivmeldung der
Blutkultur

Zeitspanne von der Positivmeldung einer Blutkultur bis
zum Start am Accelerate Pheno™ System n (%0)

0-8h 8h-16h 16h-24h

57 (49,6) 42 (36,5) 16 (13,9) Kommentar

Identifikation

49 (48,0) 38 (37,3) 15 (14,7) Gramnegativer Keim richtig
identifiziert (n=102)

5 (62,5) 2 (25,0) 1(12,5) Keine Identifizierung (nicht im
Panel) (n=8)

2 (100,0) 0 (0) 0 (0) Keine Identifizierung (im
Panel) (n=2)

1(33,3) 2 (66,7) 0 (0) Falsche Identifizierung (n=3)

4 (57,1) 3(42,9) 0 (0) Zusatzlich vom ACC

identifizierter Keim, nicht
kultiviert (n=7)

3(37,5) 3(37,5) 2 (25,0) Zusatzlicher Keim in
Mischkuktur vom ACC nicht
identifiziert (n=8)

Antibiotikaempfindlichkeitstestung

45 (47,4) 36 (37,9) 14 (14,7) Durchgefihrt (n=95)

2 (50,0) 2 (50,0) 0(0) Trotz richtiger Identifizierung
nicht druchgefiihrt (n=4)

8 (66,7) 3 (25,0) 1(8,3) Nicht durchgefuhrt, keine
Identifizierung (n=12)

2 (50,0) 1 (25,0) 1(25,0) Nicht durchgefiihrt,

Mischkultur (n=4)

Fehler bei der Antibiotikaempfindlichkeitstestung
FEP (n=4), TOB FEP (n=2), MEM  FEP (n=1) Minor error (n=14)
(n=1), CIP (n=2) (n=1), AMK
(n=1), CIP (n=2)
SAM (n=3), TZP  TZP (n=2), CST TZP (n=1), TOB Major error (n=20)
(n=4), FEP (n=3), (n=1) (n=1)
CRO (n=2), GEN
(n=1), CST (n=2)
AMK (n=1) Very major error (n=1)

22 (62,9) 10 (28,6) 3(8,6) Fehler insgesamt (n=35)

SAM = Ampicillin-Sulbactam, TZP = Piperacillin-Tazobactam, FEP = Cefepim, CRO = Ceftriaxon,
MEM = Meropenem, AMK = Amikacin, GEN = Gentamicin, TOB = Tobramycin, CIP = Ciprofloxacin,
CST = Colistin, ACC = Accelerate Pheno™ System

(Marschal et al., 2017)
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3.4.2 Zeit bis zur ldentifikation

Zum Vergleich konnten 95 Proben herangezogen werden, Mischkulturen wurden hierftr
ausgeschlossen. Beurteilt wurde die Zeit vom Start der Bearbeitung einer positiven
Blutkultur bis zum Ergebnis der jeweiligen Methode. Im Schnitt betrug die Zeit bis zum
Ergebnis der Gramfarbung 1,53 h (IQR = 0,97 — 2,12 h), die Zeit bis zum Ergebnis des
Accelerate Pheno™ 3,58 h (IQR = 2,75 — 4,38 h) und die Zeit bis zum Ergebnis der
kulturbasierten Diagnostik 31,07 h (IQR = 28,82 — 46,55 h) (Abbildung 5). Die mittlere
Laufzeit fiir die Identifikation des Accelerate Pheno™ Systems betrug 1,35 h (IQR =
1,35 — 1,35 h) (Abbildung 6). Der Accelerate Pheno™ konnte das
Identifizierungsergebnis durchschnittlich 27,49 h (P < 0,0001) fruher liefern als die
kulturbasierte Methode (Abbildung 5) (Marschal et al., 2017).

Identifizierung 31,07

h 3,58
B Accelerate PhenoTM
Routine Diagnostik
N

Antibiotikaempfindlichkeits- B Accelerate PhenoTM im Mittel
49,27 . . .
testung schneller als Routine Diagnostik

0 10 20 30 40 50 60
Stunden

Abbildung 5 Vergleich der durchschnittlichen Zeit vom Start der Bearbeitung einer positiven
Blutkultur bis zu einem Identifizierungs- und Antibiotikaempfindlichkeitsergebnis zwischen
Accelerate Pheno™ System und Routine Diagnostik

Eigene Darstellung
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3.4.3 Zeit bis zur Resistenztestung

Fur den Zeitvergleich bis zum Erhalt der Antibiotikaresistenztestung wurden die
Ergebnisse des Accelerate Pheno™ Systems mit denen des in der Routinediagnostik
eingesetzten VITEK 2 verglichen. Die Antibiotika Amikacin, Ertapenem und Colistin,
die nicht in der VITEK 2 Karte enthalten sind und nur mittels E - Test getestet wurden,
sind hier nicht berlcksichtigt. Insgesamt wurden 89 Proben nach Beginn der
Bearbeitung der positiv gewordenen Blutkultur beurteilt. Die mittlere Zeit bis zum
Ergebnis der Antibiotikaresistenztestung des Accelerate Pheno™ betrug 8,88 h (IQR =
8,10 — 9,67 h) im Vergleich zu 49,27 h (IQR = 46,00 — 49,80 h) in der
Routinediagnostik mit dem VITEK 2 (Abbildung 5). Durchschnittlich dauerte ein Lauf
am Accelerate Pheno™ fiir Identifikation und Antibiotika Resistenztestung 6,65 h (IQR
= 6,63 — 6,67 h) (Abbildung 6). Die Antibiotikaresistenztestung mit dem Accelerate
Pheno™ fiihrte im Schnitt 40,39 h (P < 0,0001) friiher zu einem Ergebnis als die
kulturbasierte Routine Methode (Abbildung 5) (Marschal et al., 2017).

7 -

6 .

5 M [dentifizierung
§ 4
S Antibiotikaempfindlichkeits-
2 testung
»n 3 -

5,3
M |dentifizierung und
2 Antibiotikaempfindlichkeit
zusammen
1 .
0 -

Laufzeit Accelerate PhenoTM System

Abbildung 6  Laufzeit  Accelerate  Pheno™  System  fur  Identifizierung,
Antibiotikaempfindlichkeitstestung und insgesamt

Eigene Darstellung
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4 Diskussion

Diese Studie stellt eine der ersten Untersuchungen des Accelerate Pheno™ Systems zur
direkten Identifikation und Antibiotikaresistenztestung aus positiven Blutkulturen in der

Routine Diagnostik dar. Im Folgenden werden die Ergebnisse diskutiert.

4.1 Ildentifikation

Insgesamt waren 115 Blutkulturen in die Studie eingeschlossen, davon waren 10 Proben
Mischkulturen. Von diesen 115 Proben konnte der Accelerate Pheno™ 102 (88,7 %)
richtig identifizieren. Betrachtet man nur die Proben, die Keime aus dem
Erregerspektrum des Accelerate Pheno™ enthielten, waren es 102 von 105 (97,1 %).
Nur einmal kam es zu einem falsch positiven Ergebnis bei einem gramnegativen Keim.
In einer Monokultur mit Escherichia coli meldete das System zusatzlich eine Klebsiella
spp. (Marschal et al., 2017). Die Sensitivitat dieser Ergebnisse ist vergleichbar mit
Veroffentlichungen zu Daten des BioFire Film Array Blood Culture Identification Panel
fir gramnegative und grampositive Erreger, sowie Pilze (BioFire, bioMérieux SA,
USA) (Ward et al., 2015, Altun et al., 2013, Rand and Delano, 2014, Blaschke et al.,
2012, Southern et al., 2015, MacVane and Nolte, 2016, Banerjee et al., 2015) und des
Verigene Gram-Negative Blood Culture Test (Nanosphere, IL) (Ledeboer et al., 2015,
Sullivan et al., 2014, Dodemont et al., 2014, Mancini et al., 2014, Tojo et al., 2014, Hill
et al., 2014).

Aus den 10 Mischkulturen konnte das Accelerate Pheno™ System alle gramnegativen
Keime richtig identifizieren. In sieben davon konnten aber kultivierte grampositive
Erreger nicht gefunden werden. Bei sechs Monokulturen meldete das System zusatzlich
einen oder mehrere Keime: C. glabrata (n = 3), S. aureus (n = 1), Enterococcus faecium
(E. faecium) (n = 1) und Klebsiella spp. (n = 1). Diese Ergebnisse legen weitere Studien,
v.a. Uber die Identifikation von grampositiven Keimen und Pilzen, auch in Bezug auf
die neue Software Version 1.2 mit optimiertem Identifikations - Algorithmus, nahe
(Marschal et al., 2017).
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4.2 Erregerspektrum

Das Accelerate Pheno™ System konnte bei 10 Proben kein Identifikationsergebnis
liefern. Hierunter befanden sich 8 Spezies, die nicht im Accelerate Pheno™ Test BC Kit
enthalten sind: B. fragilis (n = 3), M. morganii (n = 1), A. radioresistens (n = 1), H.
alvei (n = 1), S. paucimobilis (n =1) und M. nonliquefaciens (n =1) (Tabelle 9). Jedoch
kdnnten einige dieser Spezies von klinischer Relevanz sein. So werden Anaerobier in
bis zu 4,1 % der Falle als Erreger in positiven Blutkulturen isoliert und sind mit einer
Mortalitatsrate von bis zu 25 % assoziiert (Ng et al., 2015, Tan et al., 2017). Die B.
fragilis Gruppe gehort mit 45 % zu den vorherrschenden anaeroben Erregern, gefolgt
von Clostridium spp. (12 %), Propionibacterium spp. (11 %) und Fusobacterium spp.
(6 %) (Ng et al., 2015). Durch die bei anaeroben Bakterien meist l&ngeren Inkubations-
und Anzuchtzeiten im Prozess der konventionellen Diagnostik, wird die Zeit bis zum
Identifikationsergebnis deutlich verlangert. Im Falle der drei Bacteroides Isolate betrug
diese Zeit 45.13 h, im Vergleich zur mittleren Identifikationszeit von 31.07 h (IQR =
28.82 — 46.55 h) in unserer Studie.

Eine schnellere Identifikation mit anschlieRender Antibiotikaempfindlichkeitstestung
bei Bacteroides spp. lber das Accelerate Pheno™ Systems wiirde vielleicht auch zu
einem besseren Outcome und einer niedrigeren Mortalitat der Patienten fiihren
(Marschal et al., 2017).

Die beiden Spezies H. alvei und M. morganii, die ebenfalls nicht Teil des Accelerate
Pheno™ Identifikationspanels sind, wurden jeweils in einer Blutkultur nachgewiesen,
die zusammen 1,8 % der Sepsis Félle in unserer Studie entsprachen. Sowohl H. alvei,
als auch M. morganii gehoren eher zu den seltenen Sepsis Erregern (Gunthard and
Pennekamp, 1996, Diekema et al., 2000), waren in unserer Studie jedoch beide Tréger
einer chromosomalen AmpC - Betalaktamase (Jacoby, 2009). Man nimmt an, dass H.
alvei und M. morganii intrinsisch resistent gegen Ampicillin, Amoxicillin -
Clavulansdure und Ampicillin - Sulbactam sind und der Einsatz von Cefotaxim,
Ceftriaxon und Ceftazidim als Monotherapie bei M. morganii die Gefahr birgt,
unterdriickte AmpC - resistente Stdmme zu selektieren (Leclercq et al., 2013).
Zusétzlich geht man davon aus, dass M. morganii eine intrinsische Resistenz gegen
Colistin aufweist und auch fir H. alvei ist ein hoher Anteil von Colistin Resistenzen in
Wildtyp - Isolaten beschrieben (Leclercq et al., 2013, Abbott et al., 2011), so dass der
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Einschluss dieser Spezies in das Accelerate Pheno™ Identifikationspanel durchaus

wiinschenswert wére (Marschal et al., 2017).

4.3 Antibiotikaempfindlichkeitstestung und multiresistente Keime

Das Accelerate Pheno™ System fiihrte bei 95 von 104 identifizierten gramnegativen
Keimen eine Antibiotikaresistenztestung durch. Bei den restlichen 9 Proben konnte das
System keine Empfindlichkeitstestung durchfihren. Hierbei handelte es sich um 4
Mischkulturen (3,8 %), eine fehlbestimmte Probe (1,0 %) und 4 Monokulturen (3,8 %),
welche drei E. coli und einen K. pneumoniae Stamm umfassten. Alle vier
Bakterienisolate aus den Monokulturen zeigten weder aulergewohnliche
morphologische Merkmale, noch spezielle Resistenzmuster. Auch die Zeit vom
Positivwerden der Blutkulturen, bis zum Start des Accelerate Pheno™ Systems (8,95,
7,97, 4,98 und 6,13 h) war im Vergleich zum Durchschnitt (8,13 h [IQR = 2,63 — 13,38
h]) nicht verlangert. Dieser Ausfall der Resistenztestung bleibt damit unklar und sollte
bei einem mdglichen zukinftigen Einsatz des Systems in der Routinediagnostik eng
beobachtet werden (Marschal et al., 2017).

Insgesamt betrug die Ubereinstimmung der 976 Antibiotikaempfindlichkeitsergebnisse
96,4 % in Bezug auf eine Rate von 1,4 % minor errors, 2,3 % major errors und 1,0 %
very major errors. Fur Piperacillin - Tazobactam (n = 7) wurden major errors bei P.
aeruginosa und Enterobacter spp. beobachtet. In der neuen Software Version 1.2 wurde
die Antibiotikaresistenztestung fir Piperacillin - Tazobactam und P. aeruginosa bereits
optimiert (Marschal et al., 2017).

Die Studie beinhaltete sieben ESBL produzierende E. coli, sowie 3 MDR P. aeruginosa
Stamme. Der Accelerate Pheno™ erbrachte bei diesen Isolaten keine falsch sensiblen
Antibiotikaempfindlichkeitsergebnisse, sondern detektierte korrekterweise Piperacillin -
Tazobactam, Ceftriaxon und Carbapenem Resistenzen (Tabelle 12 und 13). Diese
Tatsache zeigt deutlich das Potential des Accelerate Pheno™ Systems, MDR
Phenotypen korrekt und schnell zu identifizieren. Eine korrekte und schnelle Detektion
dieser multiresistenten Bakterien wiederum stellt die Voraussetzung dar, dem Patienten
schnellstmdglich eine adaquate wirksame Therapie zukommen zu lassen. Die Anzahl
der resistenten grampositiven Keime, wie beispielsweise MRSA und VRE, liegt in

unserem Krankenhaus zurzeit unter 1 %, weshalb in die Studie nur Sepsisepisoden, die

41



Diskussion

durch gramnegative Bakterien verursacht wurden, einbezogen wurden (Marschal et al.,
2017). Bei den gramnegativen Bakterien verzeichnen MDR, ESBL Bildner und
Carbapenemase-bildende Stamme weltweit einen Anstieg und erschweren eine effektive
antimikrobielle Therapie (Gaynes and Edwards, 2005, Peleg and Hooper, 2010). Zudem
sind Bakteridamien mit gramnegativen Keimen mit einer hoheren Mortalitat assoziiert
verglichen mit Bakteridamien, die durch grampositive Keime verursacht werden (Mayr et
al., 2014). So liegt beispielsweise die Mortalitdtsrate durch P. aeruginosa verursachte
Sepsis bei 34 % bei nicht Metallo - 3 - Laktamase produzierenden und 61 % bei MBL -
positiven P. aeruginosa Stammen (Willmann et al., 2013).

Nach Abschluss dieser Studie wurde das Antibiotika Panel des Accelerate Pheno™ Test
BC Kit im Zuge der neuen Software Version 1.2 um Ceftazidim und Aztreonam
erganzt. Beide Antibiotika spielen eine wichtige Rolle beim ESBL Screening und der
Therapie von Infektionen mit gramnegativen Keimen (Kanj and Kanafani, 2011).
Dennoch sind weitere Studien mit einem groReren Anteil an MDR und XDR Stammen,
sowie Colistin - resistenten Isolaten nétig, um das System diesbeziglich weiter

austesten und beurteilen zu kénnen (Marschal et al., 2017).

4.4  Einfluss auf Therapie

Die Verfligbarkeit einer schnellen Identifikation und
Antibiotikaempfindlichkeitstestung bei Blutbahninfektionen mit gramnegativen Keimen
hat einen grofRen Einfluss auf das Outcome des Patienten, die L&nge des
Krankenhausaufenthaltes, sowie  die Wirksamkeit von Antibiotic Stewardship
Programmen. Verschiedene Studien haben diese Aspekte untersucht, um die
Behandlung und das Outcome der Patienten zu verbessern. Man fand heraus, dass bis zu
58 % der Patienten mit einer gramnegativen Blutbahninfektion unter einer empirischen
Therapie inaddquat behandelt wurden (Bouza et al., 2004), was zu einer verlangerten
Krankenhausliegezeit und insbesondere erhdhten Mortalitat fuhrte (Bouza et al., 2004,
Kumar et al., 2006, Battle et al.,, 2017). Eine schnelle Identifikation und
Antibiotikaresistenztestung fiihren folglich zu einem schnelleren Beginn einer
geeigneten Therapie (Kumar et al., 2006, Sango et al., 2013) und senken die Mortalitét
in Verbindung mit Antibiotic Stewardship Programmen (Perez et al., 2014). Eine

weitere Studie zeigte, dass die Einflhrung PCR - basierter Blutkulturdiagnostik zur
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Erregeridentifikation in Kombination mit Antibiotic Stewardship Programmen zu einer
friheren Deeskalation der antibiotischen Therapie fiihrt, als die Antibiotic Stewardship
alleine (MacVane and Nolte, 2016, Belknap et al., 2017).

Dennoch fallt ein Vergleich der Studien schwer, da die Wirkung einer schnellen
Diagnostik von vielen Faktoren abhéngig ist, wie individuellen Patienteneigenschaften,
lokalen Therapieschemata und Laborarbeitszeiten und - bedingungen, weshalb die
Effizienz der neuen Diagnostik auch unter Beriicksichtigung der ortlichen

Gegebenheiten Gberprift werden muss (Marschal et al., 2017).

45 Tauglichkeit des Accelerate Pheno™ Systems in der taglichen Laborroutine

Diagnostik

Unsere Studie zeigte, dass der Accelerate Pheno™ die Erregeridentifikation nach
positiv werden einer Blutkultur um 27,49 h beschleunigte. Erste Ergebnisse gab es im
Schnitt nach 3,58 h im Vergleich zur kulturbasierten ldentifikation, die 31,07 h
benotigte. Antibiotikaempfindlichkeitsergebnisse waren durchschnittlich nach 8,88 h
verfugbar, 40,39 h eher als mit kulturbasierten Standardmethoden (49,27 h) (Abb. 4).
Diese enorme Zeitersparnis in der Blutkulturdiagnostik zeigt sich besonders deutlich in
unserem wissenschaftlichen Mikrobiologielabor, welches nachts eingeschrénkten
Betrieb hat. Die Laborarbeitszeiten sind werktags von 7.30 Uhr bis 17.30 Uhr und am
Wochenende von 7.30 Uhr bis 15.00 Uhr. Die Bearbeitung der Blutkulturen erfolgte
jeden Morgen ab 7.30 Uhr und wahrend der Arbeitszeiten sobald sie positiv gemeldet
wurden (Marschal et al., 2017). Auch wenn der Trend zum 24 Stunden/7 Tage die
Woche Modell geht (Dauwalder and Vandenesch, 2014), ist ein eingeschrankter
Nachtbetrieb in vielen mikrobiologischen Laboratorien weltweit Realitdt, da es haufig
an Automatisierung und geschultem Personal mangelt (Dauwalder and Vandenesch,
2014, Bourbeau and Ledeboer, 2013, Ledeboer and Dallas, 2014). Die Durchfiihrung
des Accelerate Pheno™ ist einfach und praktikabel. Die hands - on time betragt weniger
als 2 Minuten. Ein Nachteil jedoch ist, dass das Accelerate Pheno™ System
gegenwartig nur eine Probe pro Modul bearbeiten kann. Das System kann mit vier bis
acht Modulen eingerichtet werden und ist somit noch nicht in der Lage grolere
Probenmengen zu bearbeiten. Zudem bendtigt man im Verhdltnis zur geringen

Probenmenge viel Flache, um mehrere Module einzurichten. Auch die Lagerung der
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Einmalkartuschen nimmt viel Platz in Anspruch. Beim Einsatz des Accelerate Pheno™
fallt eine betrachtliche Menge an Mill an. Die pro Probe eingesetzten Einmalkartuschen
bestehen aus Plastik und haben eine Abmessung von 30 cm x 20 cm x 6 cm. Vergleiche
zum anfallenden Mull der Routinediagnostik liegen allerdings nicht vor. Ein weiterer
Nachteil des Systems sind die derzeit noch vergleichsweise hohen Kosten, die pro Probe
anfallen. Allerdings muss auch hierfiir eine weiterflihrende Kostenrechnung aufgestellt
werden, sodass gegebenenfalls Liegezeit und Behandlungskosten durch eine schnellere
Diagnostik positiv beeinflusst werden kdnnten (Marschal et al., 2017). Hierzu bedarf es
aber noch weiterfuhrender Studien, um die Hypothese zu stiitzen.

4.6 Vergleich mit weiteren Studien tiber das Accelerate Pheno™ System

Im Jahr 2018 wurden drei weitere Studien zum Accelerate Pheno™ System
veroOffentlicht, deren Ergebnisse im Folgenden mit unserer Studie verglichen werden.

An der Emory University School of Medicine (Atlanta, Georgia, USA) und der
University of Texas Southwestern Medical Center (Dallas, Georgia, USA) wurden im
Zeitraum von Januar 2016 bis einschlielRlich September 2016 insgesamt 298 positive
Blutkulturen mit dem Accelerate Pheno™ System (Software Version 1.0) getestet. Die
Proben wurden alle innerhalb von 8 Stunden nach Positivwerden untersucht. In allen
positiven Blutkulturen, die Teil der Studie waren, konnte im Grampraparat ein Erreger
(grampositiv, gramnegativ oder ein Pilz) nachgewiesen werden. Endgultig fur die
Studie ausgewertet wurden 277 Proben.

Von diesen 277 Proben konnte der Accelerate Pheno™ 173 (62,5 %) richtig
identifizieren, in unserer Studie waren es 88,7 % (102/115). Ein
Antibiotikaempfindlichkeitsergebnis erzielte das System in 146 Fallen (87 Félle bei
gramnegativen Erregern) mit einer Ubereinstimmung zur Standardmethode von 94,1 %
(93,3 % bei den gramnegativen Fallen), vergleichbar mit unserem Ergebnis von 96,4 %.
Die Rate der very major und major errors betrug 7,3 % (im gramnegativen Bereich 7,4
%) und 0,5 % (bei den gramnegativen Erregern 0,4 %). Auch hier zeigen sich
vergleichbare Werte mit unserer Studie: very major errors 1,0 % und major errors 2,3 %
(Lutgring et al., 2018).
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An der University of Chicago Medicine (Chicago, Illinois, USA) wurden von Mérz
2016 bis Oktober 2016 von urspriinglich 296 positiven Blutkulturen, die am Accelerate
Pheno™ System (Software Version 1.0) getestet wurden, 232 Proben fiir die endgiiltige
Auswertung der Studie herangezogen. Alle Proben wurden innerhalb von 8 Stunden
nach positiv werden mit dem Accelerate Pheno™ untersucht. Bei den getesteten
Erregern handelte es sich um grampositive und gramnegative Bakterien sowie um Pilze.
Fur 151  Isolate  erbrachte das  Accelerate  Pheno™  System  ein
Antibiotikaempfindlichkeitsergebnis. Mit der Standardmethode kam es hierbei
insgesamt in 95,5 % zur Ubereinstimmung, im gramnegativen Bereich in 94,2 % (96,4
% in unserer Studie). Die Rate der very major errors betrug insgesamt 0,7 %, die der
major errors 0,4 % (Charnot-Katsikas et al., 2018).

In einer dritten Studie wurden an 13 verschiedenen US amerikanischen Kliniken
insgesamt 2500 positive Blutkulturen am Accelerate Pheno™ System getestet. Bei den
Proben handelte es sich bei der Halfte um frische, positive Blutkulturen von Patienten
und bei der anderen Hélfte um Blutkulturen, die mit Patientenblut beftllt und mit
Erregern (grampositiven und gramnegativen Bakterien und Pilzen) beimpft wurden.
Alle Proben wurden innerhalb von 8 Stunden nach Positivwerden am Accelerate
Pheno™ analysiert. Die Ergebnisse der Antibiotikaempfindlichkeitstestung erbrachten
im gramnegativen Bereich eine 95,4 % ige Ubereinstimmung mit der Standardmethode
(im grampositiven Bereich 97,9 %, Zahlenwerte aller Erreger insgesamt liegen nicht
vor). In 0,5 % kam es zu einem very major error, in 0,9 % zu einem major error und in
4,8 % zu einem minor error. Diese Ergebnisse sind vergleichbar mit den Resultaten
unserer Studie (Pancholi et al., 2018).

Das Spektrum der identifizierten Erreger ist bei den drei genannten Studien vergleichbar
mit unseren Zahlen (in Klammern aufgefuhrt). Der Nachweis von A. baumannii liegt
zwischen 1 % und 9 % (1 %), von Citrobacter spp. zwischen 2 % und 13 % (2 %), von
Enterobacter spp. zwischen 2 % und 15 % (6 %), von E. coli zwischen 20 % und 49 %
(59 %), von Klebsiella spp. zwischen 17 % und 25 % (15 %), von Proteus spp.

zwischen 4 % und 12 % (2 %), von P. aeruginosa zwischen 8 % und 11 % (10 %) und
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von S. marcescens zwischen 4 % und 8 % (5 %) (Charnot-Katsikas et al., 2018,
Lutgring et al., 2018, Pancholi et al., 2018).

Die Haufigkeit des Auftretens von very major errors, major errors und minor errors in
Abhangigkeit von Antibiotikum und Erreger lasst sich aufgrund der geringen Fallzahlen
und auch der schwierigen Vergleichbarkeit der Daten der einzelnen Studien durch sehr
unterschiedliche Prasentation des Datenmaterials nicht aussagekraftig quantifizieren.
Ein eindeutiges Ergebnis zeigt sich jedoch bei der Zeitersparnis, sowohl bei der
Identifizierung, als auch bei der Antibiotikaresistenzbestimmung der Erreger. Hier
ergeben sich in enger Ubereinstimmung Bearbeitungszeiten von 1,4 — 1,5 Stunden bei
der Identifizierung (1,35 h) und 6,6 — 7,09 Stunden bei der Resistenztestung (6,65 h).
Die Beschleunigung der Erregeridentifikation und Antibiotikaresistenzbestimmung
stellt einen entscheidenden Vorteil fur die frihzeitige und gezielte Patientenbehandlung
dar (Pancholi et al., 2018, Lutgring et al., 2018, Charnot-Katsikas et al., 2018).
Aufgrund der zwar geringen Fehlerquote und des Versagens des Systems bei der
Identifikation mit mehreren Keimen sowie auch der mdoglichen Notwendigkeit der
Testung von Antibiotika auBerhalb des Panels des Accelerate Phenos™, halten die
Autoren aller Arbeiten zum gegenwartigen Zeitpunkt eine parallele Anwendung

konventioneller Testmethoden weiter fiir sinnvoll.
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5 Zusammenfassung

Sepsis stellt eine wichtige Ursache flr erhthte Morbiditat und Mortalitat dar und geht
mit einer verlangerten Krankenhausliegezeit, sowie erhthten Behandlungskosten einher
(Angus et al., 2001, Mayr et al., 2014). Insbesondere vor dem Hintergrund der Zunahme
von Infektionen mit multiresistenten Bakterien ist eine schnelle und verlassliche
Diagnostik im Rahmen der Sepsisdiagnostik von groRer Bedeutung. Eine zeitnahe
Identifikation und Resistenztestung des Erregers ermdglichen es einerseits, eine
wirksame Therapie bei resistenten Bakterien zu wéhlen, andererseits bietet es aber auch
die Mdoglichkeit der Antibiogramm gerechten Deeskalation, die zur Einsparung von
Breitbandantibiotika beitragen kann (Bauer et al., 2014, Savinelli et al., 2004, Willmann
etal., 2013).

Das Accelerate Pheno™ System (Accelerate Diagnostics, USA) ist ein
vollautomatisiertes Testsystem zur Erregeridentifizierung und
Antibiotikaempfindlichkeitstestung  hdaufiger —gramnegativer und  grampositiver
Bakterien, das direkt aus positiven Blutkulturflaschen angewendet werden kann. Es
ermoglicht eine Erregeridentifikation innerhalb von 1,35 Stunden und ein
Antibiogramm des Erregers innerhalb von 5,3 weiteren Stunden (Marschal et al., 2017).
In unserer Studie wurden insgesamt 115 Blutkulturen eingeschlossen, bei denen die
Identifizierung und das Antibiogramm des Accelerate Pheno™ Systems mit den kultur-
basierten Ergebnissen der Routinediagnostik verglichen wurden. Der Fokus wurde
dabei auf Sepsisepisoden mit gramnegativen Erregern gelegt, da immer wieder Sepsis
Falle auftreten, die durch ESBL - produzierende Enterobactereaceaen oder
multiresistente P. aeruginosa Stamme verursacht werden (Gaynes and Edwards, 2005,
Peleg and Hooper, 2010, Marschal et al., 2017). Die Rate von Sepsisepisoden mit
grampositiven Erregern, wie MRSA und VRE ist hingegen derzeit noch sehr gering
(Marschal et al., 2017).

Insgesamt wurden 88,7 % (102 von 115) aller Proben durch das Accelerate Pheno™
System richtig identifiziert. Betrachtet man nur Proben mit Erregern, die durch das
Identifikationspanel des Accelerate Pheno™ Systems auch abgedeckt sind, so konnten
durch das System 97,1 % (102 von 105) aller Isolate korrekt identifiziert werden. In

91,3 % (95 von 104) der Proben, in denen der Accelerate Pheno™ einen gramnegativen
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Keim identifizierte, wurde ein Antibiogramm durch das System durchgefiihrt, wobei
insgesamt 976 einzelne Antibiotikaempfindlichkeitsmessungen generiert wurden.
Insgesamt  betrug die Ubereinstimmung zwischen den Ergebnissen fir die
Antibiotikaempfindlichkeit des Accelerate Pheno™ Systems und der kulturbasierten
Methoden 96,4 %. Hierbei kam es in 1,4 % zu minor errors, in 2,3 % zu major errors
und in 1,0 % zu very major errors. In Blutkulturproben mit ESBL - bildenden E. coli (n
= 7) und MDR P. aeruginosa (n = 3) Stammen konnte der Accelerate Pheno™
Ceftriaxon, Piperacillin - Tazobaktam und Carbapenem Resistenzen Kkorrekt
nachweisen. Im Vergleich mit den konventionellen Methoden in unserem Labor, konnte
mit dem Accelerate Pheno™ System die Zeit bis zum Identifikationsergebnis um 27,49
h (P < 0,00001) und bis zum Ergebnis der Antibiotikaempfindlichkeitstestung um 40,39
h (P < 0,00001) reduziert werden. Zusammenfassend konnte in unserer Studie gezeigt
werden, dass durch den Einsatz des Accelerate Pheno™ Systems bei der Sepsis durch
gramnegative Bakterien in den uberwiegenden Fallen eine schnelle Identifizierung und
zuverléassige Resistenztestung erstellt werden kann. Der Einsatz des Systems als
Erganzung zur kulturbasierten Diagnostik bei kritisch kranken Patienten sollte daher

erwogen werden (Marschal et al., 2017).
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8 Anhang

Tabelle 15 Ubersicht der Identifikationsergebnisse des Accelerate Pheno™ Systems und des MALDI - TOFs

A g’ Identifikation

Zeitvom E £

L5 Positiv- - ) S =
[«}) — — [72)

2 £ werden < © = =
T £ . [5] c Q <L
9D = Start ACC * =~ X = Accelerate Pheno™ MALDI-TOF

0-8h
79  00:08 1 / Klebsiella pneumoniae
11 00:08 1 Escherichia coli Escherichia coli
33  00:17 1 / Bacteroides fragilis
81 00:24 Escherichia coli Escherichia coli
63 00:24 Escherichia coli Escherichia coli
66  00:34 Escherichia coli Escherichia coli
34 00:36 1 / Acinetobacter radioresistens
69 00:38 Escherichia coli Escherichia coli
117 00:45 Escherichia coli, Coagulase-negative Staphylococcus | Escherichia coli

spp. unbestimmt

95 00:54 1 Escherichia coli Escherichia coli
47  00:55 1 Klebsiella spp. Klebsiella pneumoniae
52  00:56 1 Citrobacter spp., Enterobacter spp. unbestimmt Citrobacter freundii, Enterococcus faecalis
111 00:56 1 / Klebsiella pneumoniae
100 00:57 1 Escherichia coli Escherichia coli
8 00:57 1 Klebsiella spp. Klebsiella oxytoca
92 0102 1 Klebsiella spp. Klebsiella pneumoniae, Enterococcus faecalis
74 01:03 1 Escherichia coli Escherichia coli
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o %’ Identifikation

Zeit- vom - @ g
< 5 Positiv- = ) = =
% E werdgn S o g g
32 5 BKbis Z = & a
9 < Start ACC + =~ N = Accelerate Pheno™ MALDI-TOF
10 01:08 1 Escherichia coli Escherichia coli
36 01:09 1 Klebsiella spp. Klebsiella pneumoniae spp.ozaenae
5 01:09 1 Serratia marcescens, Candida glabrata Serratia marcescens
109 01:22 1 / Sphingomonas paucimobilis
91 01:26 1 1 Klebsiella spp., Staphylococcus aureus Klebsiella pneumoniae
83 0127 1 Acinetobacter baumannii Acinetobacter baumannii complex
90 01:35 1 1 Escherichia coli, Klebsiella spp. Escherichia coli
62 01:42 1 Escherichia coli Escherichia coli
22 0144 1 Pseudomonas aeruginosa Pseudomonas aeruginosa
55  01:52 1 Escherichia coli Escherichia coli
73 02:01 1 Escherichia coli Escherichia coli
61 02:04 1 Escherichia coli Escherichia coli
9 02:05 1 Escherichia coli Escherichia coli
26  02:38 1 Escherichia coli Escherichia coli
44  02:39 1 Klebsiella spp. Klebsiella pneumoniae
45  02:44 1 Escherichia coli Escherichia coli
82 03:13 1 Pseudomonas aeruginosa Pseudomonas aeruginosa
67 03:24 1 Escherichia coli Escherichia coli
3 03:29 1 Staphylococcus lugdunensis unbestimmt Bacteroides fragilis
120 03:34 1 Pseudomonas aeruginosa Pseudomonas aeruginosa
29  04:08 1 Klebsiella spp. Klebsiella pneumoniae
76  04:51 1 Escherichia coli Escherichia coli
13 04:58 1 Escherichia coli Escherichia coli
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A %’ Identifikation
Zeitvom E £
L &5 Positiv- - a) S =
[} — — [72)
% € werden S © _(% g
= £ BKbis 2 5 2 A
9 < Start ACC + =~ N = Accelerate Pheno™ MALDI-TOF
57  04:59 1 Escherichia coli Escherichia coli
89  04:59 1 / Bacteroides fragilis
75  05:00 1 1 1 Citrobacter spp., Escherichia coli, Proteus spp.,| Escherichia coli, Proteus  vulgaris,
Enterobacter spp. unbestimmt Citrobacter freundii
48  05:05 1 Escherichia coli Escherichia coli
14 0541 1 Escherichia coli Escherichia coli
86  05:43 1 1 Klebsiella spp., Enterococcus faecalis Klebsiella pneumoniae, Enterococcus faecalis
93 05:54 1 Escherichia coli Escherichia coli
59  05:59 1 Proteus spp. Proteus mirabilis
84 06:04 1 Serratia marcescens Serratia marcescens, Enterococcus faecalis
12 06:15 1 Escherichia coli Escherichia coli
23  06:17 1 1 Escherichia coli, Candida glabrata Escherichia coli
35 07:06 1 Klebsiella spp. Klebsiella pneumoniae
19 07:09 1 Enterobacter spp. Enterobacter cloacae Komplex
110 07:13 1 Pseudomonas aeruginosa Pseudomonas aeruginosa
103 07:46 1 Escherichia coli Escherichia coli
64 07:47 1 Klebsiella spp. Klebsiella pneumoniae
113 07:50 1 Escherichia coli Escherichia coli
49
57 keine ID nicht im Panel

im Panel

falsche ID
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o %’ Identifikation
Zeit- vom - @ g

< 5 Positiv- = ) = =

% E werdgn S o g g

32 5 BKbis Z = & a

9 S Start ACC + =~ N = Accelerate Pheno™ MALDI-TOF
33 79
34 111
109
3
89

8h-16h

30 08:02 1 Klebsiella spp. Klebsiella pneumoniae

106 08:08 1 Enterobacter spp. Enterobacter cloacae Komplex

107 08:26 1 Serratia marcescens Serratia marcescens

40 08:42 1 Escherichia coli Escherichia coli, Staphylococcus simulans,
Staphylococcus hominis

115 08:47 1 1 Citrobacter spp., Enterobacter spp. unbestimmt Citrobacter freundii

15 08:57 1 Escherichia coli Escherichia coli

28  08:57 1 Escherichia coli Escherichia coli

18 10:05 1 Escherichia coli Escherichia coli

54  10:25 1 Serratia marcescens Serratia rubidaea

43 10:29 1 Escherichia coli Escherichia coli

97 11:19 1 Escherichia coli Escherichia coli

101 12:13 1 Escherichia coli Escherichia coli

49  09:36 1 Escherichia coli Escherichia coli

7 10:01 1 Escherichia coli Escherichia coli

88 10:03 1 / Hafnia alvei
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A %’ Identifikation

Zeitvom E £

L &5 Positiv- - a) S =
[} — — [72)
% € werden S © _(% g
2 E BKbis 2 5 2 A
9 < Start ACC + =~ N = Accelerate Pheno™ MALDI-TOF
80 10:28 1 Enterobacter spp. Enterobacter cloacae Komplex
27 10:29 1 Klebsiella spp. Klebsiella pneumoniae
94  10:35 1 1 1 1 Escherichia coli, Klebsiella spp., Enterococcus | Klebsiella pneumoniae, Escherichia coli,
faecalis, Enterobacter spp. unbestimmt Enterococcus faecalis, Enterococcus
casseliflavus

37 10:44 1 Escherichia coli Escherichia coli
51  11:06 1 Escherichia coli Escherichia coli
58 11:17 1 Pseudomonas aeruginosa Pseudomonas aeruginosa
72 11:21 1 Enterobacter spp. Enterobacter cloacae Komplex
50 11:33 1 1 Escherichia coli, Candida glabrata Escherichia coli
2 11:39 1 Escherichia coli Escherichia coli
31 1155 1 Escherichia coli Escherichia coli
21 1212 1 Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus aureus Pseudomonas aeruginosa, Candida krusei
70 12:33 1 Escherichia coli Escherichia coli
41  13:.01 1 Escherichia coli Escherichia coli
114 13:19 1 Serratia marcescens Serratia marcescens
116 13:23 1 Escherichia coli Escherichia coli
46 1344 1 Escherichia coli Escherichia coli
65 13:48 1 Pseudomonas aeruginosa Pseudomonas aeruginosa
102 13:51 1 Escherichia coli Escherichia coli
60 14:01 1 Proteus spp. Proteus mirabilis
118 14:01 1 Candida glabrata Rhizobium radiobacter
4 14:04 1 Klebsiella spp. Klebsiella pneumoniae
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o %’ Identifikation

Zeit- vom - @ g
< 5 Positiv- = ) = =
% E werdgn S o g g
32 5 BKbis Z = & a
9 S Start ACC + =~ N = Accelerate Pheno™ MALDI-TOF
42 14:30 1 / Moraxella nonliquefaciens
24 14:32 1 1 Klebsiella spp., Enterococcus faecium, Enterobacter | Klebsiella pneumoniae

spp. unbestimmt, Enterococcus faecalis unbestimmt
71 15:09 1 Escherichia coli Escherichia coli
6 15:24 1 Escherichia coli Escherichia coli
56  15:46 1 Escherichia coli Escherichia coli
112 15:47 1 Klebsiella spp. Klebsiella oxytoca
38

42

16h-24h
68 16:02 1 Escherichia coli Escherichia coli
20 16:14 1 Pseudomonas aeruginosa Pseudomonas aeruginosa
25 16:18 1 Klebsiella spp. Klebsiella pneumoniae
53 16:49 1 Escherichia coli Escherichia coli
16 17:20 1 / Morganella morganii
96 17:36 1 Escherichia coli Escherichia coli
119 17:41 1 Escherichia coli Escherichia coli
32 1755 1 Escherichia coli Escherichia coli
99 1757 1 Enterobacter spp. Enterobacter cloacae Komplex
98  18:07 1 Escherichia coli Escherichia coli, Enterococcus faecalis
85  18:47 1 Escherichia coli Escherichia coli
17 21:06 1 Enterobacter spp. Enterobacter cloacae Komplex
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o %’ Identifikation

Zeit vom - @ g
L &5 Positiv- - a) S %
2 £ werden & P N 3
S ; S e i© <
= % BK bis Z = & a
9 < Start ACC + =~ N = Accelerate Pheno™ MALDI-TOF
39 21:24 1 Escherichia coli Escherichia coli
38 16:26 1 Pseudomonas aeruginosa Pseudomonas aeruginosa
87 18:54 1 1 Escherichia coli, Klebsiella spp. Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae,

Klebsiella oxytoca, Streptococcus lutetiensis
108 19:26 1 Escherichia coli Escherichia coli
15

16

BK = Blutkultur, ACC = Accelerate Pheno™ System, ID = Identifikation
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Tabelle 16 Ubersicht der Laufzeit des Accelerate Pheno™ Systems, der Zeit vom Positivwerden der Blutkultur bis zur Bearbeitung am Accelerate
Pheno™ und fehlerhafter Identifikationsergebnisse

Zeit bis Zeit bis Zeit bis
Studien- Laufzeit Start Studien-  Laufzeit Start Studien- Laufzeit Start
nummer Accelerate 0-8h Kommentar nummer Accelerate 8-16 h Kommentar |nummer Accelerate 16-24 h Kommentar
84 06:37 0 06:04 106 06:40 0 08:08 06:40 0 16:02
11 06:39:16 0  00:08 107 06:38 0 08:26 06:36 0 16:14
81 06:39 0 00:24 40 06:38 0 08:42 06:39 0 16:18
63 06:40 0 00:24 115 06:39 0 08:47 06:39 0 16:49
66 06:38 0 00:34 28 06:43 0 08:57 06:48 0 17:36
69 06:38 0 00:38 18 06:39 0 10:05 06:39 0 17:41
117 06:39 0 00:45 54 06:38 0 10:25 06:38 0 17:55
95 06:41 0 00:54 43 06:39 0 10:29 06:40 0 17:57
47 06:38 0 00:55 97 06:45 0 11:19 06:40 0 18:07
52 06:38 0 00:56 101 06:51 0 12:13 06:40 0 18:47
100 06:38 0 00:57 49 06:37 0 09:36 06:39:11 0 21:06
8 06:40:08 0 00:57 7 06:44:58 0 10:01 06:38 0 21:24
74 06:38 0 0103 80 06:38 0 10:28 06:40 0 16:26
10 06:39:45 0 01:08 27 06:38 0 10:29 06:39 0 19:26
36 06:39 0 01:09 37 06:43 0 10:44 01:22:38 1 17:20 keine ID (nicht
im Panel)
5 06:38:49 0  01:09 51 06:38 0 11:06 01:20 1 18:54 Mischkultur
91 06:39 0 01:26 58 06:36 0 11:17
83 06:29 0 01:27 72 06:47 0 11:21
62 06:38 0 01:42 50 06:38 0 11:33
22 06:38 0 01:44 2 06:38:54 0 11:39
55 06:37 0 0152 31 06:38 0 11:55
73 06:38 0 0201 21 06:34:00 0 12:12
61 06:43 0 02:04 70 06:38 0 12:33
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Zeit bis Zeit bis Zeit bis
Studien- Laufzeit Start Studien-  Laufzeit Start Studien- Laufzeit Start
nummer Accelerate 0-8 h Kommentar nummer Accelerate 8-16 h  Kommentar nummer Accelerate 16-24 h Kommentar
9 06:39:15 0 02:05 41 06:38 0 13:01
26 06:39 0 02:38 114 06:47 0 13:19
44 06:38 0 02:39 116 06:38 0 13:23 68
45 06:39 0 02:44 46 06:38 0 13:44 20
82 06:33 0 03:13 65 06:33 0 13:48 25
67 06:39 0 0324 102 06:46 0 13:51 53
120 06:33 0 03:34 60 06:47 0 14:.01 96
29 06:39 0 04:08 4 06:46:18 0 14:04 119
76 06:39 0 04551 24 06:59 0 14:32 32
13 06:41:56 0 04:58 71 06:49 0 15:09 99
48 06:39 0 05:05 6 06:46:54 0 15:24 98
14 06:39:48 0 0541 56 06:38 0 15:46 85
86 06:40 0 0543 112 06:38 0 15:47 17
59 06:41 0 0559 30 06:38 1 08:02 Unklar 39
12 06:38:43 0 06:15 15 01:43 1 08:57 Unklar 38
23 06:38:50 0 06:17 88 01:20 1 10:03 keine ID (nicht
im Panel) 108
35 06:39 0 07:06 94 01:20 1 10:35  Mischkultur |16
19 06:41 0 07:09 118 01:21 1 14:.01 keine ID (nicht
im Panel) 87
110 06:32 0 07:13 42 01:21 1 14:30 keine ID (nicht
im Panel)
103 06:39 0 07:46
64 06:40 0 07:47
113 06:49 0 0750
79 01:20 1 00:08 keine ID (im
Panel)
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Zeit bis Zeit bis Zeit bis
Studien- Laufzeit Start Studien-  Laufzeit Start Studien- Laufzeit Start
nummer Accelerate 0-8 h Kommentar nummer Accelerate 8-16 h  Kommentar nummer Accelerate  16-24 h Kommentar
33 01:20 1 00:17 keine ID (nicht
im Panel)
34 01:20 1 00:36 keine ID (nicht
im Panel)
111 01:21 1 00:56 keine ID (im
Panel)
92 06:37 1 01:02 Mischkultur
109 01:22 1 0122 keine ID (nicht
im Panel)
90 01:21 1 01:35 nichtkorrekte ID
(im Panel)
3 01:21 1 03:29 keine ID (nicht
im Panel)
57 06:38 1 04:59 Unklar
89 01:21 1 04:59 keine ID (nicht
im Panel)
75 01:20 1 05:.00 Mischkultur
93 06:39 1 0554 Unklar
ins. 57 12 ins. 42 6 ins. 16 2

ID = Identifikation, rosa = verkiirzte Laufzeit am Accelerate Pheno™ da Fehler bei der Identifikation, lila = Kommentar zum Identifikationsfehler, ins. = insgesamt,
0 = kompletter Durchlauf am Accelerate Pheno™ , 1 = kein kompletter Durchlauf am Accelerate Pheno™
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Tabelle 17 Ubersicht nicht durchgefihrter Antbiotikaempfindlichkeitstestungen des Accelerate Pheno™ Systems

Keine Antibiotikaempfindlichkeitstestung vom Accelerate Pheno™ System durchgefiihrt

Studien-

nummer | Accelerate Pheno™ System Routine Diagnostik

3 Staphylococcus lugdunensis unbestimmt Bacteroides fragilis

15 Escherichia coli Escherichia coli

16 / Morganella morganii

30 Klebsiella spp. Klebsiella pneumoniae

33 / Bacteroides fragilis

34 / Acinetobacter radioresistens

42 / Moraxella nonliquefaciens

57 Escherichia coli Escherichia coli

75 Citrobacter spp., Escherichia coli, Proteus spp., Enterobacter | Escherichia coli, Proteus vulgaris, Citrobacter freundii
spp. unbestimmt

79 / Klebsiella pneumoniae

87 Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae, Klebsiella oxytoca,
Escherichia coli, Klebsiella spp. Streptococcus lutetiensis

88 / Hafnia alvei

89 / Bacteroides fragilis

90 Escherichia coli, Klebsiella spp. Escherichia coli

92 Klebsiella spp. Klebsiella pneumoniae, Enterococcus faecalis

93 Escherichia coli Escherichia coli

94 Escherichia coli, Klebsiella spp., Enterococcus faecalis, | Klebsiella pneumoniae, Escherichia coli, Enterococcus faecalis,
Enterobacter spp. unbestimmt Enterococcus casseliflavus

109 / Sphingomonas paucimobilis

111 / Klebsiella pneumoniae

118 Candida glabrata Rhizobium radiobacter

griin = Erreger nicht identifiziert, obwohl im Accelerate Pheno™ Panel enthalten
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Tabelle 18 Ubersicht der Anzahl an minor, major und very major errors des Accelerate Pheno™
bei der Antibiotikaempfindlichkeitstestung mit Angabe der Zeit vom Positivwerden der
Blutkultur bis zur Bearbeitung am Accelerate Pheno™

minor error major error Very major error
Zeit BK Zeit BK Zeit BK
Studien- pos. bis Studien- pos. bis Studien- pos. bis
AB nummer ACC Start | nummer ACC Start |nummer ACC Start
SAM 3
13 04:58
35 07:06
61 02:04
TZP 7
17 21:06
19 07:09
21 12:12
22 01:44
72 11:21
110 07:13
120 03:34
FEP 7 3
52 00:56 | 19 07:09
72 11:21|61 02:04
80 10:28]120 03:34
99 17:57
9 02:05
13 04:58
73 02:01
CRO 2
61 02:04
84 06:04
MEM 1
65 13:48
AMK 1 1
31 11:55 65 13:48
GEN 1
83 01:27
TOB 1 1
86 05:43]98 18:07
CIP 4
44 02:39
51 11:06
61 02:04
80 10:28
CST 3
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Anhang

minor error major error Very major error
Zeit BK Zeit BK Zeit BK
Studien- pos. bis Studien- pos. bis Studien- pos. bis
AB nummer ACC Start | nummer ACC Start | nummer ACC Start
18 10:05
29 04:08
67 03:24

AB = Antibiotikum; SAM = Ampicillin-Sulbactam; TZP = Piperacillin-Tazobactam; FEP = Cefepim;
CRO = Ceftriaxon; MEM = Meropenem; AMK = Amikacin; GEN = Gentamicin; TOB = Tobramycin;
CIP = Ciprofloxacin; CST = Colistin;, BK = Blutkultur; ACC = Accelerate Pheno™ System;
rosa = 1-8 h, flieder = 8-16 h, lila=16-24 h
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