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1 EINLEITUNG 

Septische Erkrankungen gehören zu den häufigen, komplikationsreichen und teuersten 

Diagnosen in medizinischen Einrichtungen und sind mit einer Mortalität von bis zu 70% 

verbunden. Letztere wird durch das Patientengeschlecht und -alter[25, 81], vorbestehende 

Nebenerkrankungen, begleitende Organdysfunktionen sowie den Schweregrad der Sepsis[124, 

125] maßgeblich beeinflusst. Weiterhin hat der Zeitpunkt des Beginns einer adäquaten 

Antibiose und ggfs. einer chirurgischen Intervention einen sehr hohen Stellenwert für das 

klinische Outcome septischer Patienten. 

Die antibiotische Primärbehandlung erfolgt bei bekanntem Sepsiserreger und Resistenz-

profil gezielt. Im Falle eines unbekannten Erregers wird kalkuliert und unter Berücksichti-

gung des wahrscheinlichsten Erregerspektrums therapiert. Dabei ist vor allem bei noso-

komialen Infektionen die Gefahr der Fehlbehandlung sehr hoch.  

Aktuell erfolgt der Erregernachweis im Regelfall mittels mikrobiologischer Verfahren. Dabei 

spielt neben der Blutkultur auch die Diagnostik von Untersuchungsproben aus dem klinisch 

vermuteten Sepsisfokus eine wichtige Rolle. Mit einem ersten aussagefähigen mikrobio-

logischen Ergebnis ist frühestens 24 Stunden nach Kulturbeginn zu rechnen. Für in vitro 

Resistenzinformationen müssen sogar mindestens 48 Stunden veranschlagt werden. 

Insgesamt kann nur bei etwa 65% aller Sepsispatienten ein ursächlicher Erreger detektiert 

werden. In den anderen Fällen verläuft die mikrobiologische Diagnostik frustran.[132] Im Falle 

einer ausschließlichen Blutkulturdiagnostik, z.B. bei unklaren Fieber oder nur schwer 

erreichbaren Fokus, können sogar nur in etwa 15 bis 25% aller untersuchten Blutkulturen 

relevante Erreger nachgewiesen werden.[159] Ursächlich für den mangelnden Erregernach-

weis sind z.B. Probenentnahmen unter einer laufenden Antibiose und damit eine Vor-

schädigung der Erreger, schwer kultivierbare und empfindliche Keime, eine zu geringe 

Pathogenlast im Untersuchungsmaterial, usw.  

Durch eine Verzögerung des antibiotischen Behandlungsbeginns oder eine inadäquate anti-

biotische Therapie wird die Prognose von septischen Patienten, vor allem im Falle eines 

septischen Schocks, signifikant verschlechtert (siehe Kap. 2.3.1, S. 7). Eine Möglichkeit zur 

Reduktion der Sepsismortalität liegt damit in der Etablierung eines schnelleren und zuver-

lässigeren Verfahrens zum Erreger- und Resistenznachweis. Aufgrund der Methodik scheint 

die Verwendung von molekularbiologischen Techniken geeignet. Experimentelle Untersuch-

ungen zum Nachweis von Bakterien und Pilzen im Blut oder in mikrobiologischen Kulturen 

wurden dazu bereits durchgeführt.[79, 123] Weiterhin wurden in letzter Zeit im Rahmen von 

klinischen Beobachtungsstudien erste Erfahrungen mit der Verwendung der Multiplex-PCR 

zur Diagnostik bei septischen Patienten gesammelt. Dabei wurden allerdings ausschließlich 

Blutproben analysiert.[10, 93, 101, 158] 
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In der vorliegenden prospektiven Studie wurden neben Blutproben auch Nicht-Blut 

Materialien (z.B. Atemwegssekrete, Punktate, Drainageflüssigkeiten usw.) aus dem klinisch 

vermuteten Fokus von septischen Patienten einer operativen Intensivstation untersucht. 

Dabei wurden die gewonnenen Proben gleichzeitig mittels Mikrobiologie und Multiplex-PCR 

analysiert und die Ergebnisse beider Verfahren miteinander verglichen.  
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2 THEORETISCHE GRUNDLAGEN 

2.1 EPIDEMIOLOGIE UND WIRTSCHAFTLICHE BEDEUTUNG DER SEPSIS 

Zur Bestimmung von Inzidenz und Mortalität der Sepsis wurden weltweit mehrere epidemio-

logische Studien durchgeführt, deren Ergebnisse allerdings aufgrund der sehr unterschied-

lichen Studienmethodik kaum miteinander vergleichbar sind. Für Deutschland liegen dank 

einer prospektiven Querschnittstudie des Kompetenznetzwerkes Sepsis (SepNet) Daten für 

die Jahre 2003 und 2004 vor. Laut dieser Studie erkranken pro Jahr in Deutschland 110 von 

100.000 Einwohnern an einer Schweren Sepsis oder einem Septischen Schock.[44] Für weitere 

Teile Europas sowie für Neuseeland und Australien wurden für die Schwere Sepsis und den 

Septischen Schock Häufigkeiten von 51 bis 110 pro 100.000 Einwohnern ermittelt.[3, 26, 47, 121, 

153, 161] Im Vergleich dazu wird für die Vereinigten Staaten eine jährliche Inzidenz der 

Schweren Sepsis von 240 bis 300 pro 100.000 Einwohnern angegeben.[5, 107] Die durch-

schnittliche Mortalität beträgt international übereinstimmend im Falle einer Schweren Sepsis 

25% bis 30% und im Septischen Schock 40% bis 70%.[5, 6, 16, 26, 107, 136, 145-147]  

Aufgrund einer Verschiebung der Alterspyramide ins höhere Lebensalter sowie durch die 

Verbesserung und Ausweitung von immunsuppressiven Therapien und die Entwicklung 

neuer Operations- und Therapieverfahren ist die Inzidenz von Infektionen und der Sepsis 

kontinuierlich zunehmend.[29, 40, 97] Und trotz Einführung neuer Antibiotika und innovativer 

Therapien konnte die durchschnittliche Mortalität der Sepsis in den letzten Jahren nur gering 

gesenkt werden.[49, 107] 

Weiterhin wurden entsprechend den Daten des Krankenhaus-Infektions-Surveillance-

Systems (KISS) für verschiedene multiresistente Erreger zunehmende Inzidenzen nachge-

wiesen (siehe Kap. 2.3.1, S. 7). Durch Infektionen mit multiresistenten Erregern kommt es für 

die Patienten zu Verlängerungen der Krankenhausliegedauer sowie zur Steigerung der 

Letalität. Zusätzliche Therapie- und Behandlungskosten sowie erhöhte finanzielle und perso-

nelle Aufwendungen, die schlechte Presse, die Angst der Patienten und Angehörigen sowie 

ggfs. auch teilweise oder komplette Schließungen von Krankenhausbereichen spielen dabei 

für die Krankenhäuser eine sehr wichtige Rolle.[60] Damit ist ein frühzeitiger Erregernachweis 

mit folgender Isolationsbehandlung des betroffenen Patienten und einer Anpassung der 

Antibiose von großer epidemiologischer und wirtschaftlicher Bedeutung. 

Für die intensivmedizinische Versorgung septischer Patienten werden in Deutschland jähr-

lich ca. 1,77 Mrd. EUR benötigt, was etwa 30% des Gesamtbudgets der Intensivmedizin ent-

spricht. Diese hohen Kosten werden vor allem durch die deutlich verlängerten Liege-

zeiten[156], den personalintensiven diagnostischen, therapeutischen und pflegerischen Auf-

wand sowie durch die hohen Material- und Arzneimittelkosten hervorgerufen.[22, 56] Damit 

gehört die Sepsis zu den kostspieligsten Krankheitsbildern der modernen Intensivmedizin.[5, 

42, 44, 110-113, 142]  
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2.2 DER SEPTISCHE KRANKHEITSPROZESS 

2.2.1 Pathophysiologie 

Bakterielle und fungale Pathogene können über Haut- oder Schleimhautläsionen in den 

menschlichen Körper eindringen und periphere Gewebe infiltrieren. Besitzt der Mensch ein 

funktionstüchtiges zelluläres Immunsystem, dann werden die Pathogene sofort von gewebe-

residenten Makrophagen und Dendritischen Zellen an ihren Oberflächenproteinen erkannt 

und phagozytiert. Durch die Phagozytose werden die Phagozyten aktiviert. Sie exprimieren 

MHC- und kostimulatorische Moleküle auf ihren Zelloberflächen und präsentieren darüber 

die aufgenommenen Pathogenbestandteile als Antigene (Antigen-Präsentierende Zellen 

[APC]). Die APC sezernieren biologisch aktive Zytokine (TNF-, IL-1, IL-6, IL-8, IL-12 usw.) 

und induzieren eine gerichtete Chemotaxis. Neutrophile Zellen, Monozyten und andere 

Effektorzellen werden dadurch aus dem Blut mobilisiert und zu den Infektionsherden 

geleitet. Der Abtransport der APC aus dem infizierten Gewebe in sekundäre lymphatische 

Gewebe erfolgt über die Lymphe. Spezifische T-Effektorzellen eliminieren dort die APC.[69] 

Können die eindringenden Pathogene nicht sofort durch das zelluläre Immunsystem lokal 

vernichtet werden, dann breiten sie sich über das Blut im gesamten Körper aus und kommen 

mit den Makrophagen in Leber, Milz und anderen Geweben und Organen in Kontakt. Diese 

Makrophagen phagozytieren die Pathogene und schütten die o.g. Entzündungsmediatoren 

aus.[4, 148] In der Folge werden die weißen Blutkörperchen stark aktiviert und aus allen 

Gewebekompartimenten mobilisiert. Durch die Sekretion von TNF- kommt es zu einer 

Steigerung der systemischen Gefäßpermeabilität und damit zu einem Verlust von Flüssigkeit, 

Proteinen und Zellen ins gesamte Interstitium. Gleichzeitig werden aufgrund einer diffusen 

Leukozyten- und Thrombozytenadhäsion am Gefäßendothel überall im Körper Mikro-

thromben gebildet, die vor allem kleinere Gefäße verschließen. Dadurch werden sehr viele 

Gerinnungsfaktoren verbraucht.[69] Die Folge sind eine Blutungsneigung sowie eine ausge-

prägte Minderperfusion aller Organe, was letztendlich zum Multiorganversagen und Tod des 

Individuums führen kann.[35]  

Dieser systemischen Immunaktivierung folgt eine starke Immunsuppression, die von einer 

ansteigenden Menge an antiinflammatorischen Zytokinen wie TGF-, IL-4, IL-10, IL-11, IL-13, 

CSF, löslicher TNF--Rezeptor und IL-1-Rezeptor-Antagonist im Blut gekennzeichnet ist.[23, 39, 

85, 148, 172] Durch die Makrophagen werden jetzt vermehrt Prostaglandine und Leukotriene 

ausgeschüttet. Die Zytokine IL-12 und IFN- werden supprimiert. HLA-DR, ein MHC-Klasse-II-

Molekül, das für die Antigenpräsentation und die Aktivierung der T-Zellen dringlich 

notwendig ist[62], wird vermindert exprimiert.[85, 116, 172] Weiterhin werden die APC im Verlauf 

der Erkrankung signifikant reduziert, da sie nach der Präsentation des Proteins in den 

programmierten Zelltod (Apoptose) eintreten.[36, 64] Zusätzlich entwickelt sich eine Lympho-

penie und Lymphozytendysfunktion.[7, 63, 65, 91, 114, 151] In diesem Stadium ist das Immunsystem 

nicht in der Lage weitere Infektionen zu bekämpfen, es ist anerg. Die Folgen dieser 
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unkontrollierten Aktivierung der Entzündungskaskade sind schwere und teilweise irrever-

siblen Zell- und Organschäden sowie eine Immundepression mit relevanter Einschränkung 

fast aller zellulären Immunfunktionen.  

 

2.2.2 Kriterien der Sepsisdiagnostik 

Die Klassifikation von septischen Patienten erfolgt anhand der klinischen Symptomatik. Dafür 

wird die im Jahre 1991 durch die ACCP (American College of Chest Physicians) und die SCCM 

(Society of Critical Care Medicine) mittels Konsensuskonferenz beschlossene Sepsisdefinition 

verwendet.[24] Je nach Schweregrad der systemischen Entzündungsreaktion und der daraus 

resultierenden Multiorgandysfunktion wird das klinische Krankheitsbild als SIRS (Systemic 

Inflammatory Response Syndrom), Sepsis, Schwere Sepsis oder Septischer Schock 

bezeichnet. 

 

ABB. 1: DEFINITION VON SIRS, SEPSIS, SCHWERER SEPSIS UND SEPTISCHER SCHOCK 

1. Sind mindestens zwei der folgenden Kriterien erfüllt, spricht man, unabhängig vom auslösenden Agens, 
von einer Systemischen Inflammatorischen Reaktion (Systemic Inflammatory Response Syndrom = SIRS): 

- Temperatur >38°C oder <36°C 
- Herzfrequenz >90/min 
- Tachypnoe (Atemfrequenz >20/min) oder Hypokapnie (paCO2<32mmHg) 
- Leukozyten >12.000/µl oder <4000/µl oder >10% unreife Formen 

2. Besteht zusätzlich zu den genannten Kriterien der Verdacht auf eine systemische Infektion, dann wird 
diese Entzündungsreaktion „Sepsis“ genannt.  

3. Liegen gleichzeitig Zeichen einer Hypoperfusion mit Einschränkung von Organfunktionen vor, dann 
handelt es sich um eine „Schwere Sepsis“.  

4. Ist die Hypoperfusion so ausgeprägt, dass trotz adäquater Volumensubstitution keine Kreislauf-
stabilisierung herbeigeführt werden kann und Katecholamine appliziert werden müssen, liegt ein 
„Septischer Schock“ vor.  

 

 
Für die genauere Beschreibung von Organdysfunktionen wurde im Rahmen einer Inter-

nationalen Sepsisdefinitionskonferenz im Jahre 2001 eine Liste mit diagnostischen Kriterien 

zusammengestellt.[96] Sind mehrere Organe gleichzeitig betroffen, spricht man von einem 

Multiorgandysfunktionssyndrom (MODS). 
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ABB. 2: DEFINITION MULTIORGANDYSFUNKTION  

Allgemeine Parameter: 

 Fieber (Kerntemperatur >38,3°C) oder Hypothermie (Kerntemperatur <36°C) 

 Signifikantes Ödem oder positive Flüssigkeitsbilanz (>20ml/kg über 24h) 

 Hyperglykämie (Plasmaglukose >7,7mmol/l) beim Nichtdiabetiker 

 Hyperlaktatämie (>1mmol/l) 

 Verminderte kapilläre Wiederauffüllung 
ZNS: 

 Verwirrtheitssyndrom 

 Progrediente Abnahme der Vigilanz bis zum Koma 
Herz/Kreislauf: 

 Herzfrequenz >90/min oder über das Zweifache des Normalwertes für das Alter 

 Herzrhythmusstörungen 

 Arterielle Hypotension (SBP<90mmHg, MAP <70mmHg, oder SBP-Abfall >40mmHg) durch „capillary leak“ 

 Herzinsuffizienz 

 Myokardischämie 

 SvO2 >70% 

 Herzindex >3,5 
Gerinnung: 

 INR >1,5, Quick<50% oder PTT >60s 

 Relative oder absolute Thrombozytopenie (Abfall >30% in 24h oder Zahl <100Gpt/l) 
Lunge: 

 Tachypnoe / Dyspnoe 

 Störung des pulmonalen Gasaustausches mit arterieller Hypoxämie (paO2/FiO2 <300) 
Leber: 

 Hyperbilirubinämie (Gesamtplasmabilirubin >4mg/dl oder >70mmol/l) 
Niere: 

 Akute Oligurie trotz adäquater Volumensubstitution (Urinausscheidung <0,5ml/kg KG/ h in den letzten 2h)  

 Kreatininanstieg auf über das Zweifache des Normalwertes  
Darm: 

 Paralytischer Ileus 
 
Referenzen: 

[1, 96]
 

 

2.2.3 Diagnose und Therapie 

Besteht der Verdacht auf eine Sepsis, dann hat die diagnostische Suche nach dem ursäch-

lichen Fokus oberste Priorität. In verschiedenen epidemiologischen Studien aus den USA und 

Europa fanden sich als häufigste Ausgangsherde Atemwegsinfektionen (52%), gefolgt von 

intraabdominellen Infektionen (15%) und urogenitalen Infektionen (7%).[5, 44, 107] Weitere 

typische Sepsisherde sind Endokarditiden, zentrale Venenkatheter[52, 166], Knochen und 

Gelenke, infizierte Gefäß- und Gelenkendopothesen, die Weichteile, die Haut, das ZNS und 

Operationsgebiete.  

Die Therapie richtet sich nach den aktuellen S2-Leitlinien der Deutschen Sepsis-Gesellschaft 

e.V. und der Deutschen Interdisziplinären Vereinigung für Intensiv- und Notfallmedizin 

(DIVI).[131] Das Hauptziel ist das frühzeitige Stoppen der Aktivierung des Immunsystems 

durch die Pathogene und Fremdproteine sowie die Optimierung der Organperfusion und des 

Sauerstofftransports. Schwerpunkte sind dabei eine konsequente Fokussanierung, ggfs. 

mittels chirurgischer Intervention, die gezielte antimikrobielle Behandlung sowie eine differ-

enzierte Volumen- und Katecholamintherapie.  

Bei Diagnosestellung ist der ursächliche Erreger meistens unbekannt. Deswegen ist zur 

Erregersicherung und zum Nachweis von Antibiotikaresistenzen vor Beginn einer antibio-
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tischen Behandlung die Entnahme von Blutproben sowie repräsentativen Untersuchungs-

material aus dem vermuteten Fokus dringlich zu empfehlen.[131] Die Erregerdiagnostik erfolgt  

im Regelfall unter Verwendung mikrobiologischer Methoden (siehe Kap. 4.4, S. 21).  

Die Antibiose wird entsprechend dem vermuteten Erregerspektrum sowie mit Hinblick auf 

Anamnese und Vorerkrankungen des Patienten empirisch ausgewählt. Dabei wird empfohlen 

den Leitlinien der Paul-Ehrlich-Gesellschaft (PEG) zu entsprechen, da diese die aktuellsten 

Resistenzdaten, neuentwickelte Antibiotika, klinisch erprobte Therapieregime sowie Alterna-

tiven bei Antibiotikaunverträglichkeiten beinhalten.[163] Weiterhin sollten mikrobiologische 

Vorbefunde des Patienten sowie Resistenzdaten des Krankenhauses berücksichtigt werden. 

Die Dosierung des Antibiotikums sollte so gewählt werden, dass eine sicher bakterizide 

Wirkung zu erwarten ist.[131]  

Um Antibiotikakosten und Resistenzentwicklungen zu minimieren, sollte nach Detektion des 

Sepsiserregers die Antibiose entsprechend angepasst werden. Nur bei Patienten im therapie-

refraktären Septischen Schock erfolgt keine Deeskalation.[21] Bei hämodynamisch stabilen 

Patienten ist es sogar empfehlenswert vor Beginn der antibiotischen Behandlung den 

Erreger- und Resistenznachweis abzuwarten. Allerdings ist mit einem ersten mikro-

biologischen Ergebnis frühestens nach 24 Stunden zu rechnen. In vitro Resistenz-

informationen sind erst nach mindestens 48 Stunden verfügbar. Im Normalfall wird der 

ursächliche Erreger mit Resistenzinformation sogar erst nach mehreren Tagen nachge-

wiesen.  

2.3 ANTIBIOTIKARESISTENZEN 

2.3.1 Folgen einer inadäquaten antibiotischen Behandlung 

Die Anwendung der PEG-Leitlinien ist kein Garant für die Auswahl einer adäquaten Antibiose. 

Vor allem bei nosokomialen Infektionen treten immer wieder Fehlbehandlungen auf, da diese 

häufig durch resistente Krankenhausproblemkeime, wie z.B. Pseudomoas aeruginosa, 

Staphylococcus aureus, Klebsiella pneumoniae, Escherichia coli, Enterobacter spp., Proteus 

mirabilis, Acinetobacter baumannii, koagulasenegative Staphylokokken (KNST) und Entero-

kokken, hervorgerufen werden.[66, 75] Laut Studienlage handelt es sich sogar bei 57% aller 

Sepsisinfektionen um nosokomiale und nur bei 36% um ambulant erworbene Erreger.[44]  

Basierend auf den Daten des KISS sowie den Grunddaten der Krankenhäuser des statisti-

schen Bundesamtes wurde für das Jahr 2008 die Anzahl von auf deutschen Intensivstationen 

erworbenen Infektionen auf 57900 hochgerechnet. Dabei wurde bei gleichbleibender Anzahl 

an Infektionen mit MRSA eine steigende Inzidenz für Infektionen mit ESBL, Escherichia coli 

und Klebsiellen, sowie VRE nachgewiesen.[53] Ein weiteres Problem stellen systemische Pilz-

infektionen dar. Sie treten nur selten auf, werden aber fast immer initial inadäquat therapiert. 
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Eine initial nicht wirksame antibiotische Therapie erhöht die Mortalität signifikant.[11, 17, 28, 66, 

84, 94, 103, 134, 167] Auch eine Änderung der Antibiose nach Erhalt des Resistogramms kann für 

einige Patienten zu spät sein.[83, 89, 100] Ibrahim et al. untersuchten zwischen 1997 und 1999 

auf einer internistischen und einer chirurgischen Intensivstation 492 septische Patienten. 

Von diesen Patienten wurden retrospektiv 147 (29,9%) primär antibiotisch inadäquat 

behandelt. Die Krankenhausmortalitätsrate der inadäquat behandelten Patienten betrug 

61,9%, die der adäquat behandelten Patienten dagegen 28,4%.[66] Ein weiteres Beispiel ist die 

multizentrische MONARCS-Studie, in der 2634 septische Patienten aus 157 großen nord-

amerikanischen Krankenhäusern untersucht wurden. Davon wurden 2391 Patienten (91%) 

primär adäquat antibiotisch behandelt, die Mortalitätsrate betrug 33,2%. Bei den inadäquat 

behandelten Patienten (9%) betrug sie dagegen 43,2% (P <0.001).[103]  

Kumar et al. zeigten in einer Untersuchung an 2154 Patienten, dass im Falle einer septisch 

induzierten arteriellen Hypotension die Überlebenswahrscheinlichkeit am höchsten war, 

wenn bereits in der ersten Stunde mit einer adäquaten Antibiotikatherapie begonnen wurde. 

Sie betrug dann 79,9%. Mit jeder Stunde Behandlungsverzögerung stieg die Mortalität um ca. 

7,6% an.[89] Diese Daten weisen darauf hin, dass ein frühzeitiger und verlässlicher Erreger- 

und Resistenznachweis bei septischen Patienten genauso wichtig ist wie der schnelle Nach-

weis einer kardialen Ischämie bei Koronarpatienten. 

Aber auch nicht-infektiöse Noxen, wie z.B. Traumata, Operationen, Verbrennungen oder 

sterile Entzündungsprozesse können eine Inflammationsantwort auslösen, die nur schwer 

von einer Sepsis unterschieden werden kann. Diese Reaktion wird dann als SIRS bezeichnet. 

Eine antibiotische Behandlung ist in diesen Fällen nicht indiziert. In mehreren Studien wurde 

belegt, dass bei zwei Dritteln der Patienten einer Intensivstation ein SIRS nichtinfektiöser 

Genese vorlag. Bis zu 30% aller Krankenhauspatienten und über 80% aller Intensivpatienten, 

besonders Traumapatienten, weisen zu irgendeinem Zeitpunkt SIRS-Zeichen auf. Nur bei 

einem Drittel der Patienten lag eine bakterielle behandlungspflichtige Infektion vor.[117, 124, 130, 

141] 

Durch die Anwendung falscher oder zu vieler Antibiotika erhöht sich aber nicht nur die 

Mortalität für die Patienten, sondern es kommt auch zu einer deutlichen Verlängerung der 

Intensiv- und Krankenhausverweildauer und damit zu einer Zunahme der Arzneimittel-, 

Material- und Personalkosten.[15] 
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2.3.2 Mechanismen von Antibiotikaresistenzen 

Je nach Ursache unterscheidet man zwischen einer natürlichen und einer erworbenen 

Resistenz. Eine natürliche Resistenz liegt z.B. vor, wenn dem Mikroorganismus die Struktur 

fehlt, gegen die das Antibiotikum wirksam ist. So verhalten sich Mykoplasmen gegenüber 

Penicillinen resistent, da sie keine typische Bakterienzellwand besitzen. Weiterhin setzen die 

Wirkungsmechanismen der meisten Antibiotika eine sich aktiv teilende Zelle voraus. 

Bakterien, die sich nicht oder nur selten teilen, sind damit häufig unempfindlich gegenüber 

Antibiotika, obwohl sie rein phänotypisch nicht resistent sind. Ursachen für diesen Wachs-

tumsstopp können ein Substratmangel, eine hohe Bakteriendichte oder ablaufende Repara-

turprozesse bei defekter Bakterien-DNA sein. Bakterien, die im infizierten Gewebe bzw. auf 

implantierten Fremdkörpern eine Art Biofilm bilden, sind ebenfalls weniger empfindlich 

gegenüber verschiedenen Antibiotika. Ein Grund dafür ist die Verankerung der Bakterien in 

einer Polysaccharidmatrix, was eine Diffusion von antibiotischen Medikamenten erschwert. 

Weiterhin befinden sich diese Bakterienzellen häufig aufgrund eines Substratmangels sowie 

des engen Zell-Zell-Kontaktes in der Phase des Zellteilungarrests.[95] 

Primär antibiotisch empfindliche Bakterien können durch DNA-Mutation und Selektion sowie 

durch Übertragung von genetischer Information aus resistenten Bakterien Antibiotikaresis-

tenzen erwerben. Solche erworbenen Resistenzen umfassen (1.) die Tarnung oder Modifi-

zierung der Angriffspunkte des Antibiotikums im Mikroorganismus, (2.) die Synthese von 

Enzymen, die Antibiotika schnell inaktivieren können (z.B. Betalaktamasen), (3.) die Ausbil-

dung alternativer Biosynthesewege, um die durch das Antibiotikum verursachte Störung zu 

umgehen, (4.) die Modifikation der Bakterienzellwand, wodurch ein Eindringen des Antibioti-

kums erschwert wird und (5.) die Bildung von speziellen Efflux-Transport-Systemen, durch 

welche antibiotische Medikamente vor Eintritt ihrer Wirkung wieder aktiv aus der Zelle 

geschleust werden. Liegen bei einem Bakterienstamm Resistenzmechanismen gegen ≥3 

Antibiotikagruppen gleichzeitig vor, dann wird er als multiresistent bezeichnet.[104, 155] 

Die chromosomale DNA von Bakterien wird durch das „Kernäquivalent“ gebildet. Daneben 

können auch extrachromosomale DNA-Moleküle, die s.g. Plasmide, vorliegen. Diese DNA-

Moleküle sind 1 bis 25 kBp groß, haben eine zirkuläre Struktur und enthalten mehrere Gene. 

Erworbene Hochresistenzen entstehen durch Chromosomenmutationen im Sinne von 

Punktmutationen oder Rearrangements großer DNA-Segmente bzw. durch Übertragung von 

genetischer Resistenzinformation auf andere Bakterien mittels konjugativen Systemen wie 

Transposonen oder Plasmiden. Transposonen sind DNA-Abschnitte, die ein oder mehrere 

Gene umfassen und in der Lage sind, ihren Ort im Genom zu verändern. Sie werden auch 

„springende Gene“ genannt. Ziele der Transposonen sind nicht nur die chromosomale DNA 

sondern auch die Plasmide.  

Plasmide und Transposonen können zwischen den einzelnen Bakterien ausgetauscht werden. 

Dabei werden sie nicht nur auf Mikroorganismen der eigenen Art sondern auch auf verschie-

dene Bakteriengattungen übertragen.[99, 144, 155] Plasmide verfügen über einen sehr weiten 
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Wirtsbereich. Meistens sind gramnegative Stäbchen betroffen. Durch Plasmide wird häufig 

eine Synthese von Proteinen initiiert, welche entweder enzymatisch wirken oder Zellwände 

verändern, so dass diese von Antibiotika nicht mehr penetriert werden können.[152]  

In der mitteleuropäischen PEG-Resistenzstudie von 2007 musste im Vergleich zu 2001 für 

einige klinisch relevante Erreger eine Zunahme von verschiedenen Antibiotikaresistenzen 

festgestellt werden. E. coli zeigte eine Steigerung der Ciprofloxacinresistenz von 15,0% auf 

26,4%, der Cefuroximresistenz von 6,3% auf 15,3% und der Ampicillinresistenz von 48,9% 

auf 54,9%. E. faecalis war mit 35,0% statt 27,1% deutlich resistenter gegenüber 

Ciprofloxacin, die Resistenzhäufigkeit von E. faecium gegenüber Vancomycin stieg von 2,7% 

auf 10,8%.[87]  

Ursachen für zunehmende Resistenzen sind nicht indizierte, inadäquate, zu niedrig dosierte 

oder zu lang andauernde Anwendungen von antibiotischen Substanzen. Dadurch werden 

resistente Bakterienstämme selektiert, die dann über das Krankenhauspersonal und die 

Patienten selbst weiterverbreitet werden. 

 

2.3.3 Genetische Resistenzen grampositiver Bakterien 

Grampositive Bakterien wie S. aureus, KNST, Streptokokken und Enterokokken sind sehr 

häufige Erreger von ambulanten und nosokomialen Infektionserkrankungen. Wegen ihrer 

Multiresistenz sind die MRSA sowie VRE von klinisch sehr großer Relevanz. Um eine 

inadäquate Antibiose sowie eine Ausbreitung resistenter Bakterien zu vermeiden, ist ein 

schneller und sicherer Nachweis dieser Erreger besonders wichtig.[155]  

MRSA 

Nosokomiale MRSA sind außer gegen Betalaktamantibiotika meistens gegen weitere Antibio-

tika wie Fluoroquinolone, Makrolide, Aminoglykoside, Tetracycline, Rifampicin und Fusidin-

säure multiresistent.[9, 98] Die phänotypische Expression der genetisch basierten Methicillin-

resistenz ist von zahlreichen Einflussfaktoren abhängig. Anhand von in vitro Resistenzdaten 

können keine Angaben zum Genotyp gemacht werden.[13]  

Der Genotyp von MRSA wird über das mecA-Gen kodiert, welches von einem mobilen gene-

tischen Element, bekannt als „Staphylococcus cassette chromosome mec (SCCmec)“, getragen 

wird.[43, 115, 120, 135] Das mecA-Gen kodiert für das penicillinbindende Protein 2a (PBP-2a), 

welches in die Zellwand der Staphylokokken eingelagert wird. Das PBP-2a hat eine geringere 

Affinität für Penicillin und andere Betalaktamantibiotika als das Orginal-PBP, was als Ursache 

für die Resistenz anzusehen ist. Die phänotypische Expression der PBP-2a Methicillinresis-

tenz hängt von verschiedenen Faktoren ab und kann z.B. durch unterschiedliche Kulturbe-

dingungen beeinflusst werden.[12, 160] Somit ist es möglich, dass Stämme, die das mecA-Gen 

tragen, in vitro gelegentlich noch eine geringe Restaktivität der Betalaktamantibiotika aufzei-

gen. Durch diese Umstände wird die Erkennung von wirklichen MRSA-Stämmen durch aus-
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schließliche in vitro Untersuchungen deutlich erschwert.[30] Eine routinemäßige Analyse auf 

das Vorhandensein des mecA-Gens ist aber heutzutage noch nicht üblich. 

Die Arbeitsgruppe Tokue et al. untersuchte 58 Stämme S. aureus aus klinischen Untersuch-

ungsproben auf das Vorhandensein des mecA-Gens. In 28 Stämmen wurde das mecA-Gen 

nachgewiesen, 30 Stämme waren negativ. Alle S. aureus Isolate wurden weiterhin in vitro auf 

ihre Empfindlichkeit gegenüber Methicillin getestet. Von den 28 Stämmen mit nachweis-

barem mecA-Gen zeigten sich 6 Stämme im in vitro Resistenztest empfindlich.[157] 

Das Oberflächenprotein spA 

Eine weitere wichtige Rolle als Virulenzfaktor von S. aureus spielt dessen Oberflächenprotein 

A (spA). Es wird hauptsächlich während der exponentiellen Phase des Bakterienzellzyklus 

gebildet.[50] Protein A bindet Immunglobuline und verhindert damit eine Opsonierung des 

Pathogens durch die Antikörper.[48] Im Falle einer S. aureus-Sepsis kommt es zu einer 

verstärkten Bildung von spA mit massiver Antikörperbindung und folglicher Immun-

suppression. Bei MRSA-Stämmen ist häufig die Bildung von extrazellulären spA erhöht.[171] 

Vancomycin resistente Enterokokken (VRE) 

Als Reserveantibiotikum gegen multiresistente grampositive Erreger werden Glykopeptid-

antibiotika, wie Vancomycin und Teicoplanin, eingesetzt. Glykopeptide hemmen die Zell-

wandsynthese, indem sie mit dem C-terminalen D-Alanyl-D-Alanin (D-Ala-D-Ala) Rest der 

Peptidoglykanvorläufer Komplexe bilden. Durch die Bildung dieses Komplexes wird der 

Einbau der Vorläufer in die bakterielle Zellwand verhindert. Ursächlich für eine intermediäre 

Vancomycinresistenz ist eine Verdickung der Zellwand, wodurch die Vancomycinmoleküle 

nur in geringer Zahl in das Innere der Bakterienzelle eindringen können.[33] Meistens wird die 

Glykopeptidresistenz aber genetisch kodiert. In diesem Fall werden Zellwandvorläufer 

synthetisiert, die eine geringere Affinität zu Glykopeptiden aufweisen. Das endständige D-

Alanin wird dann durch D-Laktat ersetzt. Damit geht eine Wasserstoffbrückenbindung 

verloren, die für die Bindung von Vancomycin an den Zellwandvorläufer wichtig ist.[8]  

Die Glykopeptidresistenz ist phäno- und genotypisch heterogen. Bisher wurden vier verschie-

dene erworbene Resistenztypen beschrieben. Im europäischen Raum ist der vanA-Typ am 

häufigsten. Er vermittelt eine Hochresistenz gegen Vancomycin und Teicoplanin. Dabei 

kodiert das Transposon Tn1546 für die vanA-Resistenzdeterminante. Dieses Transposon 

kommt häufig auf großen konjugativen Plasmiden vor und kann zwischen den Enterokokken-

stämmen übertragen werden. Bakterien, die den vanB-Typ tragen, sind Vancomycin, aber 

nicht Teicoplanin resistent. Seltener sind die vanD- und vanE-Typen, wobei Enterokokken 

vom vanD-Typ gegen variable Konzentrationen von Vancomycin und Teicoplanin resistent 

sind und Enterokokken vom vanE-Typ eine Resistenz gegen geringe Mengen von Vancomycin 

vermitteln. Der vanC-Typ der Glykopeptidresistenz wird nicht erworben, sondern ist eine 
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intrinsische Eigenschaft von E. gallinarum, E. casseliflavus und E. flavescens und vermittelt 

ebenso eine Resistenz gegen geringe Vancomycin Konzentrationen. 

Vancomycin resistente Staphylococcus aureus (VRSA) 

In den USA konnten 2002 aus klinischen Proben zwei Stämme S. aureus isoliert werden, die 

Vancomycin resistent waren. In beiden Stämmen wurde neben dem mecA-Gen gleichzeitig die 

vanA-Resistenzdeterminante nachgewiesen. Bei einem Patienten kam als Überträger der 

vanA-Resistenz ein gleichzeitig vorliegender VRE in Frage. Ein derartig multiresistenter 

Staphylococcus wird auch als Vancomycin-resistenter  S. aureus (VRSA) bezeichnet.[31, 150] 

 

2.3.4 Genetische Resistenzen gramnegativer Bakterien 

Zu den klinisch bedeutsamen gramnegativen Pathogenen zählt die Familie der Entero-

bacteriaceae, mit ihren Mitgliedern E. coli, Klebsiella spp., Enterobacter spp., Proteus spp., 

Citrobacter spp. und Salmonella spp. sowie die Gruppe der Nonfermenter, zu denen die 

Stämme von P. aeruginosa, A. baumannii, S. maltophilia und Burkholderia cepacia gehören.[72, 

75] Auch der Betalaktamasebildende Hämophilus influenzae und Moraxella catarrhalis sind 

hier zu erwähnen.[70, 71] 

Enterobacteriaceae sind häufig Erreger von Harnwegsinfektionen, Pneumonien und verschie-

denen gastrointestinalen und intraabdominellen Infektionen. Bei den Nonfermentern handelt 

es sich um Pathogene, die vor allem im Rahmen von opportunistischen bzw. nosokomialen 

Infektionen bei immunsupprimierten oder kritisch kranken Patienten auftreten. Typische 

Antibiotikaklassen zur Behandlung von gramnegativen Erregern sind die Aminopenicilline, 

die Cephalosporine und die Carbapeneme.  

Auch bei den gramnegativen Bakterien sind die genetisch determinierten Resistenzen immer 

mehr zunehmend. Sie beinhalten eine gesteigerte Expression von Effluxpumpen, eine Ver-

festigung der Bakterienwand, ein Fehlen von Poren, Mutationen der DNA-Gyrase und der 

DNA-Topoisomerase bzw. die Bildung oder Überexpression von Betalaktamasen. Die meisten 

Gene befinden sich auf Plasmiden und können über diese an andere Pathogene und 

Bakterienspezies weitergegeben werden. Manchmal sind die Gene aber auch auf dem 

Bakterienchromosom lokalisiert. Die Weitergabe der genetischen Information erfolgt dann 

mittels Transposonen.[59] 

Heute sind Hunderte von Betalaktamasen bekannt. Anhand ihrer molekularen Struktur, 

ihrem Substratspektrum und ihrer Antwort auf Inhibitoren werden die Betalaktamasen in 

fünf Klassen (A-D) unterteilt, wobei am häufigsten die Betalaktamasen der Klassen A und C 

auftreten. Die Betalaktamasen gruppieren sich in die ESBL, die AmpC-Betalaktamasen und 

die carbapenemhydrolisierenden Betalaktamasen (Carbapenemasen).[68] 
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Die ESBL werden meistens in Klebsiella spp. und E. coli gefunden, aber auch in Citrobacter, 

Enterobacter, Proteus, Salmonella, Serratia und anderen Darmbakterien, sowie in A. 

baumanii und P. aeruginosa.[74, 168] ESBL vom TEM- oder SHV-Typ hemmen die Wirksamkeit 

von Benzyl-, Amino-, Carboxy- und Ureidopenicillinen, von Cephalosporinen der ersten und 

zweiten Generation sowie von Monobaktamen. Treten Mutationen auf den Genen auf, die 

TEM und SHV kodieren, dann sind diese Betalaktamasen in der Lage auch Cephalosporine der 

dritten Generation und Aztreonam zu hydrolisieren.[122]  

 

2.3.5 Genetische Resistenzen von Candida Spezies 

Ein weit verbreitetes opportunistisches fungales Pathogen ist Candida albicans. Vor allem bei 

immunsupprimierten Patienten kann es schwere oberflächliche und systemische Infektionen 

hervorrufen. Die größte Bedeutung in der antifungalen Behandlung von Candida kommt seit 

über 20 Jahren den Azolen zu.  

Aufgrund der häufigen Verwendung von Azolen konnten sich azolresistente C. albicans 

Stämme entwickeln. Die Azolresistenz ist genetisch kodiert und wird über Effluxpumpen 

vermittelt (ABC-Transporter). Mit Hilfe der Pumpen kommt es zum vermehrten Efflux der 

Azole aus dem Pathogen, was zu einer verminderten Anreicherung und damit zur 

verminderten Hemmung der Zielstruktur, kodiert durch das ERG11-Gen, führt. Für die 

Azolresistenz sind z.B. die Gene CDR1, CDR2 sowie CaMDR1 verantwortlich.[76] 

2.4 ERREGERDIAGNOSTIK MIT HILFE DER POLYMERASEKETTENREAKTION 

Mit Hilfe von Nukleinsäure-Amplifikations-Techniken (NAT) können definierte Erbgutab-

schnitte von Erregern in verschiedenen Untersuchungsproben detektiert werden. Für den 

Nachweis von Viren (z.B. HCV, HIV, EBV) und auch Bakterien (Mykobakterien, Chlamydien, 

Borrelien, Neisseria gonorrhoeae usw.) wurden in den letzten Jahren einige standardisierte 

NATs entwickelt.[10, 41, 45, 123] Eindeutige Vorteile ergaben sich in der Diagnostik der Endokar-

ditis[46, 138], der Sepsis bei Erwachsenen[34] sowie bei Neugeborenen[73] und beim Nachweis 

von MRSA durch die Detektion des mecA-Gens[54, 140, 154, 170]. Im Rahmen von klinischen Beo-

bachtungsstudien wurde die Multiplex-PCR zur Diagnostik von Blutstrominfektionen einge-

setzt.[10, 93, 101, 158] Auch in der Diagnostik von Nicht-Blut Materialien wurden bereits Erfahrun-

gen gesammelt.[14, 143] Weiterhin werden in der Literatur Fälle beschrieben, bei denen nur 

unter Verwendung molekularbiologischer Methoden verschiedene Erreger identifiziert 

werden konnten.[18, 55, 58, 61, 86]  

Da die Menge des im Untersuchungsmaterial nachzuweisenden Erregers oft relativ gering ist, 

kann für den eindeutigen Nachweis eine Vermehrung der gesuchten Erbgutsequenz erforder-

lich sein. Eine geeignete NAT ist die Polymerasekettenreaktion (PCR), die im Jahr 1985 von 

Karry Bank Mullis entwickelt wurde.[118, 139] Mit Hilfe der PCR ist es möglich, die detektierte 
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Erbgutsequenz um das 106- bis 109-fache zu vervielfältigen. Für den Erregernachweis benö-

tigt man spezifische Gensonden, s.g. Primer, die an komplementäre Erbgutsequenzen binden. 

Es handelt sich dabei um einzelsträngige Nukleinsäuren, die im Vorfeld für jeden relevanten 

Erreger oder Resistenzgen spezifisch entwickelt werden müssen. Der Primer sollte möglichst 

einer DNA-Sequenz entsprechen, die auf allen Stämmen der gesuchten Spezies vertreten, 

aber trotzdem spezifisch für den Erreger ist. 

Beim PCR-Verfahren handelt es sich um ein sehr schnelles und hochsensitives Verfahren. Im 

Falle einer Erregerdiagnostik ist, abhängig von der verwendeten Methodik, bereits nach 

wenigen Stunden mit einem Endergebnis zu rechnen.  

Der PCR-Prozess ist ein zyklischer Vorgang, der sich pro Zyklus in 3 Schritte aufteilt: Im 1. 

Schritt werden die Wasserstoffbrückenbindungen der DNA durch Erhitzen (94 bis 96°C) in 

zwei zueinander komplementäre Einzelstränge aufgetrennt (Denaturierung). Danach kommt 

es im 2. Schritt zur Hybridisierung der DNA-Einzelstränge mit zwei spezifisch bindenden 

Primern, die den zu amplifizierenden DNA-Abschnitt flankieren (Annealing). Die Temperatur 

während dieser Phase ist abhängig von den verwendeten Primern und liegt normalerweise 

ca. 5°C unter dem Schmelzpunkt der Primer (57°C bis 63°C). Im 3. Schritt, der Extension, 

werden die fehlenden DNA-Stränge mit Hilfe der DNA-Polymerase neu synthetisiert. Als 

Bausteine werden die in der Pufferlösung vorliegenden Desoxynukleosidtriphosphate dATP, 

dCTP, dGTP und dTTP verwendet. Die Polymerase beginnt am 3´-Ende des angelagerten 

Primers und folgt dem DNA-Strang. Jeder angelagerte Primer ergibt einen neuen DNA-Strang.  

Dieser 3-teilige Zyklus wird 30 bis 45mal durchlaufen. Bei jedem Zyklus kommt es zur 

Verdopplung der DNA-Zielsequenz, wodurch diese exponentiell vermehrt wird. Die folgende 

Abbildung zeigt den Ablauf des PCR-Prozesses im Überblick:  
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ABB. 3: SCHEMATISCHER ABLAUF DER POLYMERASEKETTENREAKTION 

 

 

In der Studie wird eine s.g. Heißstart-PCR angewandt. Bei dieser Methode wird eine spezielle 

Polymerase verwendet, die erst bei einer Temperaturerhöhung über einen bestimmten Punkt  

und für eine bestimmte Zeitdauer ihre Aktivität entwickelt. Dadurch beginnt die Polymeri-

sation erst, wenn die Primer spezifisch an die DNA-Sequenz gebunden haben, was die Rate an 

Fehlamplifikaten und Primerdimerisierungen verringert.[32] Diese initiale Inaktivierung der 

Polymerase erfolgt durch Verwendung von Antikörpern oder kovalenten chemischen Bin-

dungen, die beim Erhitzen zerstört werden. 

Weiterhin handelt es sich bei der angewandten Methode um eine Multiplex-PCR. In diesem 

Verfahren werden in einem Reaktionsgefäß mehrere Primerpaare für unterschiedliche 

Pathogene verwendet. Dadurch wird eine gleichzeitige Amplifikation von differenten DNA-

Strängen und damit die Erkennung von verschiedenen Erregern in einer Probe möglich. 
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Allerdings müssen in diesen Fällen die Temperaturen für das Annealing von allen Primeren 

im nahezu identischen Bereich liegen. 

Bei der klassischen PCR erfolgt die Detektion des PCR-Produktes mittels Gelelektrophorese. 

Je nach Größe und Ladung werden die amplifizierten Nukleinsäuremoleküle unterschiedlich 

schnell durch das als Molekularsieb wirkende Agarosegel bewegt. Nach einer definierten 

Zeitdauer wird die Position des Amplifikates im Gel mit der Position der DNA-Bruchstücke 

der s.g. DNA-Leiter, einem Gemisch aus verschiedenen DNA-Markern mit bekannter 

Molekülgröße, verglichen. Die Größe des Amplifikates kann anhand der Leiter genau 

ermittelt werden. 

In der Studie wurde zur Detektion der Amplifikate die „Lab-on-a-Chip“-Technik verwendet. 

Dabei handelt es sich um einen etwa scheckkartengroßen Chip aus Polymer oder Glas, auf 

dem sich ein miniaturisiertes Labor aus einem Netzwerk von aufgeätzten Vertiefungen und 

Kanälen befindet, durch die mit Hilfe von elektrokinetischen Kräften Pico- bis Nanoliter des 

Probenmaterials kontrolliert durchgeleitet und analysiert werden. Aufgrund der Miniaturi-

sierung wird nur sehr wenig Proben- und Reagenzienmaterial benötigt. Das Verdünnen, 

Mischen und Markieren der Probe sowie die chromatografische Auftrennung und die 

Detektion erfolgen auf diesem System. Die Handhabung ist einfach, alle Vorgänge sind 

weitgehend automatisiert und damit sehr verlässlich und reproduzierbar. 

ABB. 4: „LAB-ON-A-CHIP“-TECHNIK VON AGILENT TECHNOLOGIES 

 

 

 
Glaschip der Firma Agilent Technologies. Die Größe 
entspricht in etwa der einer Bankscheckkarte. Es ist das 
Netzwerk von Wells und Kanälen dargestellt.  
 
Quelle: 
www.chem.agilent.com/Scripts/PCol.asp?lPage=50 

 

 

Das Separationsprinzip beruht ebenfalls auf der Technik der Gelelektrophorese. Dazu wird 

der Chip vor Benutzung mit einem frisch hergestellten Agarosegel präpariert. Die Lösungen 

mit den Amplifikaten werden getrennt in die jeweils vorgesehene Vertiefung auf dem Chip 

pipettiert und mit den entsprechenden Färbelösungen markiert. Nach Einlegen des Chips in 

den Bioanalyzer wird das Probenmaterial mittels elektrischer Spannung durch die entsprech-

enden Kanäle in einen zentralen Separationskanal geleitet, elektrophoretisch aufgetrennt und 

durch Fluoreszenz am Detektionspunkt nachgewiesen. Im Gegensatz zur herkömmlichen 

Elektrophorese ist die Auflösung bei dieser Methode deutlich besser. Dies ermöglicht die 

eindeutige Zuordnung der DNA-Fragmente. 
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3 ZIEL DER STUDIE 

Das Ziel dieser Studie war es zu analysieren, ob unter Verwendung eines Multiplex-PCR-

Verfahrens im Vergleich zur mikrobiologischen Standarddiagnostik bakterielle und fungale 

Erreger sowie Resistenzgene in Untersuchungsproben von septischen Patienten zuverlässig 

nachgewiesen werden können. Dafür sollte eine vergleichende Analyse von Blutproben und 

Nicht-Blut Materialien aus dem vermuteten Sepsisfokus mit beiden Verfahren durchgeführt 

werden, in deren Ergebnis die mittels beider Methoden detektierten Erreger nach Spezies 

und Anzahl miteinander verglichen werden. Die Richtigkeit der in der PCR nachgewiesenen 

Resistenzgene sollte weiterhin durch eine Gegenüberstellung der mittels mikrobiologischer 

in-vitro Testung bestimmten Resistogramme überprüft werden.  

Im Falle einer zuverlässigen Anwendbarkeit des PCR-Verfahrens für die Erregerdiagnostik, 

sollte dessen klinischer Vorteil in der Behandlung septischer Patienten bestimmt werden. 

Diese Analyse umfasst therapeutische Entscheidungen, wie z.B. den frühzeitigeren Beginn 

einer adäquaten Antibiose oder Änderungen bzw. Erweiterungen kalkulierter Therapie-

konzepte, und die Initiierung weiterer diagnostischer und therapeutischer Maßnahmen, wie 

z.B. die Fortsetzung der Fokussuche, Entfernung und Neuanlagen von zentralen Venen-

kathetern usw. Dafür ist eine Beurteilung der reell durchgeführten klinischen Therapien und 

Maßnahmen unter Verwendung der Ergebnisse der mikrobiologischen Standarddiagnostik 

sowie eine Neubewertung unter Berücksichtigung der PCR-Daten notwendig. 
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4 MATERIAL UND METHODEN 

4.1 PROSPEKTIVES STUDIENDESIGN 

Es wurden septische Patienten der interdisziplinären operativen Intensivstation des 

städtischen Krankenhauses Dresden-Friedrichstadt (KHDF), einem Akutkrankenhaus der 

Schwerpunktversorgung mit ca. 900 Betten, untersucht. Die Intensivstation steht unter 

anästhesiologischer Leitung und verfügt über 16 Beatmungsbetten. Jährlich werden auf der 

Intensivstation ca. 1400 Patienten betreut. Die chirurgische Grundbehandlung der Patienten 

erfolgt in den Kliniken für Allgemein- und Abdominalchirurgie, Unfall-, Wiederherstellungs- 

und Handchirurgie, Orthopädie, Neurochirurgie, Gefäßchirurgie, Urologie, HNO und 

Gynäkologie.  

Die Untersuchungsproben wurden über eine Dauer von acht Monaten gewonnen. Die Analyse 

der Proben erfolgte vergleichend mittels mikrobiologischer Standardverfahren und unter 

Verwendung einer halbautomatisierten Multiplex-PCR-Diagnostikplattform, entwickelt und 

zur Verfügung gestellt von der Firma Philips Medical Systems Böblingen (PMS). Die 

mikrobiologische Diagnostik wurde im klinikeigenen Speziallabor durchgeführt, wobei der 

Analyseumfang vom klinischen Erscheinungsbild und dem vermuteten Erreger- und 

Resistenzspektrum bestimmt wurde. Die PCR-Diagnostik erfolgte wie unter Kap. 4.5, S. 22 

beschrieben. Die Gerätschaften waren in den Laborräumen der Klinischen Chemie des KHDF 

installiert.  

ABB. 5: DIE ZWEI DIAGNOSTIKSCHIENEN DER STUDIE: PCR-VERFAHREN VERSUS MIKROBIOLOGIE 

 

 
In die klinische Therapie der Patienten flossen ausschließlich die mikrobiologischen Daten 

ein. Über die Ergebnisse der PCR-Analyse wurden die behandelnden Ärzte nicht informiert. 

Retrospektiv wurde analysiert, zu welchem Therapieverhalten die PCR-Daten geführt hätten. 

Die Studie wurde im Zeitraum von September 2004 bis Juli 2005 durchgeführt.  
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4.2 PATIENTENKOLLEKTIV UND UNTERSUCHUNGSMATERIAL 

Einschlusskriterien: 

1.) Es mussten mindestens zwei der im Rahmen der ACCP/SCCM Konsensuskonferenz von 

1991 definierten SIRS-Kriterien erfüllt sein (siehe Kap. 2.2.2, S. 5). 

2.) Zusätzlich musste klinisch ein Infektherd vorliegen, der als Ursache für die Sepsis in 

Frage kam.  

 

Ausschlusskriterien: 

1.) Patienten mit Verdacht auf ein nichtinfektiöses SIRS. 

2.) Eine  nachgewiesene akute virale Infektion. 

3.) Ein Patientenalter unter 18 Jahren. 

4.3 PROBENENTNAHME, -LAGERUNG UND -TRANSPORT  

Es wurden Materialien wie Blut, Atemwegssekrete, Abszess- und Drainageflüssigkeiten, 

Aszites, Abstriche, Urin, Liquor und Punktate untersucht, wobei die klinische Symptomatik 

und der vermutete Sepsisfokus für die Auswahl entscheidend waren. Um die Ergebnisse der 

beiden Verfahren vergleichbar zu machen, wurden die Proben vor der Verarbeitung unter 

sterilen Bedingungen aufgeteilt. Für die Mikrobiologie wurden sterile Probenröhrchen mit 

Nährböden, für die PCR-Analytik einfache sterile Probengefäße verwendet. Die Proben 

wurden mittels Kurier in das entsprechende Labor transportiert. War eine Zwischenlagerung 

notwendig, dann erfolgte diese im Falle der Mikrobiologie in Abhängigkeit vom Material 

entweder bei Raumtemperatur oder im Kühlschrank. Alle Proben für die PCR-Analytik 

wurden bis zur Verarbeitung im Kühlschrank gelagert. 

Blutproben 

Die Entnahme von Blutproben erfolgte im Fieberanstieg bzw. während einer Hypothermie 

oder bei Auftreten von Schüttelfrost. Konnte bei Patienten unter einer laufenden Antibiose 

innerhalb von drei Tagen keine Entfieberung erreicht werden oder kam es zu einem erneuten 

Anstieg von Fieber bzw. Entzündungsparametern, wurden wieder Blutproben entnommen. 

Dabei ist pro Sepsisepisode (SE) die Entnahme von bis zu drei Blutproben empfohlen. 

Dadurch wird die Sensitivität deutlich erhöht.[165, 166]  

Die Blutentnahme erfolgte entsprechend den Qualitätsstandards der mikrobiologisch-

infektiologischen Diagnostik (MIQ).[149] Für die Mikrobiologie wurden Blutkulturflaschen 

BACTEC PLUS Aerobic/F und Anaerobic/F der Firma Becton Dickinson Diagnostic 

Instrument Systems und für die PCR-Analyse EDTA-Röhrchen der Firma Sarstedt verwendet. 

Pro Punktion wurden 20ml Blut entnommen. Davon wurden standardmäßig in jede Blut-

kulturflasche (aerob und anaerob) 9ml Blut inokuliert und durch mäßiges Schütteln gut 
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vermischt (Blut:Kulturmedium 1:9). Die restlichen 2ml der entnommenen Blutprobe wurden 

für die PCR-Untersuchungen verwendet.  

Bronchial- und Trachealsekret, Pleuraflüssigkeit 

Bei septischen Krankheitsbild und klinischem Verdacht auf eine Pneumonie ist die 

Gewinnung von Atemwegssekreten zur Erregerdiagnostik indiziert.[108] Bronchialsekrete 

wurden gezielt endoskopisch über den Arbeitskanal eines Bronchoskopes aus den 

betroffenen Lungengebieten aspiriert. Trachealsekrete wurden blind via Trachealtubus oder 

Trachealkanüle aus den tiefen Abschnitten des Bronchialbaumes abgesaugt. Bestanden 

zusätzlich Pleuraergüsse, dann erfolgte deren Punktion und Entnahme zur Erregerdiagnostik. 

Urinproben 

Bei Verdacht auf einen Harnwegsinfekt ist die Untersuchung von Urinproben indiziert.[51] Die 

Entnahme der Proben erfolgt über liegende Harnableitungssysteme (z.B. Harnblasen-

dauerkatheter bzw. suprapubische Blasenkatheter), die vor der Entnahme neu angelegt bzw. 

gewechselt wurden, um eine Kontamination der Untersuchungsproben mit Besiedlungsflora 

zu vermeiden. War die Ursache der Sepsis eine Harnstauung, dann wurden die Urinproben im 

Rahmen der operativen Entlastung asserviert. 

Bauchhöhlenflüssigkeit 

Nach Perforationen von Hohlorganen wie z.B. Magen, Darm, Gallenblase usw. kommt es zum 

Austritt der entsprechenden physiologischen Bakterienflora in das freie Abdomen. Im 

Rahmen der operativen Versorgung wurde nach Eröffnung des Peritoneums intra-

abdominelle Flüssigkeit zur Erregersicherung gewonnen.  

Drainageflüssigkeit 

Entwickelten Patienten nach großen bauchchirurgischen Eingriffen Fieber und andere 

Entzündungszeichen, so konnte dies ein Hinweis auf eine Insuffizienz im Bereich der 

Anastomosen sein. In diesem Fall war die sterile Entnahme von Flüssigkeit aus den 

intraoperativ angelegten Drainagen indiziert.  

Abszessflüssigkeit 

Im Falle von lokalen Abszessen erfolgte die operative Spaltung und Erregeranalyse.  

Abstriche 

Bei oberflächlich infizierten Wunden bzw. bei Infektionen im HNO-Gebiet erfolgte die 

Erregersicherung über die Entnahme von Abstrichen. Eine direkte Aufteilung der 

gewonnenen Probe auf die verschiedenen Analyseverfahren ist in diesen Fällen technisch 

nicht möglich. Und so musste so genau wie möglich das gleiche Gebiet zweimal abgestrichen 

werden. Für die Mikrobiologie wurden spezielle Abstrichröhrchen mit einem Transport-
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medium verwendet. Für die PCR-Untersuchungen erfolgte die Entnahme des Materials auf 

einen sterilen Wattetupfer. Um die Pathogene aus dem Tupfer zu lösen, wurde dieser in 

einem sterilen Röhrchen mit 0,5ml isotoner NaCl-Lösung getränkt. Die Lösung mit den 

ausgeschwemmten Pathogenen wurde analysiert. 

Liquor 

Bei Patienten nach operativen intrakraniellen Eingriffen mit liegenden Liquordrainagen und 

Infektzeichen, musste ein Fokus im Bereich der liegenden Drainagen vermutet werden. In 

diesen Fällen wurden über die Drainagen Liquorproben gewonnen.  

4.4 DIE MIKROBIOLOGISCHE DIAGNOSTIK 

Die Blutkulturdiagnostik erfolgte im Blutkulturautomaten BACTEC 9240 der Fa. Becton 

Dickinson. Die Blutproben wurden bei 37°C für max. 9 Tage bebrütet. Befanden sich lebende 

Mikroorganismen in den Blutproben, kam es zum Wachstum und damit zu einem Substrat-

abbau sowie einer vermehrten CO2-Produktion in den Blutkulturflaschen. Proportional zum 

Anstieg des CO2-Gehaltes kommt es zu einer Fluoreszenzzunahme in den Blutkulturflaschen. 

Die Fluoreszenz wird an einem chemischen Sensor gemessen. Ein positives Signal wird 

optisch und akustisch gemeldet. Um eine erste Aussage über die angezüchteten Erreger 

treffen zu können, wurden von allen positiven Blutkulturen Ausstriche mittels Gramfärbung 

hergestellt. Für die genaue Identifizierung des Erregers wurden dann Subkulturen auf 

Selektivmedien angelegt (siehe unten).[149]  

Von allen asservierten Nicht-Blut Proben wurden im Rahmen der Studie mikroskopische und 

kulturelle Untersuchungen durchgeführt. Die Diagnostik erfolgte entsprechend den MIQ[51, 57, 

78, 82, 88, 108, 127] im klinikeigenen mikrobiologischen Speziallabor. Über den Umfang der Kultur-

ansätze wurde in Abhängigkeit von der Art des Untersuchungsmaterials sowie der 

Infektionsanamnese und der beschriebenen klinischen Symptomatik im Sinne einer Stufen-

diagnostik entschieden.  

Die mikroskopischen Untersuchungen erfolgten mittels Nativpräparaten und Spezial-

färbungen (z.B. Gramfärbung). Zur kulturellen Anzucht der Pathogene wurde das Material auf 

verschiedenen Nährböden kultiviert. Das Auftragen der Proben erfolgte mittels Öse im 3-

Ausstrichverfahren. Die beimpften Platten wurden bei 37°C und 5% CO2 bebrütet. Nach ca. 24 

Stunden wurden die Platten erstmalig auf Pathogenwachstum untersucht. Die Identifikation 

der Pathogene erfolgte unter Verwendung spezifischer Eigenschaften wie Morphologie und 

Farbe, Hämolyse, Agglutinationsverhalten, Bedarf an bestimmten Wachstumsfaktoren usw. 

Bei unklaren Ergebnissen wurden weitere biochemische Methoden (bunte Reihe) durch-

geführt.[27, 77] Die Keimzahl wurde semiquantitativ ermittelt. Die Interpretation der teilweise 

sehr komplexen Befunde erfolgt durch ärztliches Fachpersonal.  
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Im nächsten Schritt wurden von den isolierten Erregern mittels Agardiffusionsmethode in 

vitro-Resistenzbestimmungen durchgeführt. Dafür wurden auf die beimpften Kulturplatten 

Filterplättchen aufgelegt, die eine standardisierte Menge eines Antibiotikums enthielten. War 

das Antibiotikum potent, dann entstand um das Plättchen eine wachstumsfreie Hemmzone. 

Diese Zone ist umgekehrt proportional zur minimalen Hemmkonzentration (MHK) des 

Antibiotikums. Anhand der MHK wurde die Empfindlichkeit des Pathogens auf das 

entsprechende Antibiotikum beschrieben. Die Resistenzbestimmung benötigte mindestens 

weitere 18 Stunden.[77]  

4.5 DAS PCR-VERFAHREN 

4.5.1 Der Versuchsaufbau 

Für das PCR-Verfahren wurde eine halbautomatisierte Versuchsanordnung mit einzelnen 

kommerziell erhältlichen Laborgeräten verwendet. Das Einbringen des Patientenmaterials 

sowie die Pipettier- und Transferschritte zwischen den Komponenten wurden vom Bediener 

per Hand ausgeführt. Die folgende Abb. zeigt schematisch den Aufbau der PCR-Diagnostik-

plattform und erläutert den Analysevorgang im Überblick: 

ABB. 6: AUFBAU DES PCR-DIAGNOSTIKSYSTEMS 

 

 

Das Probenmaterial wurde in den EZ1-BioRobot eingebracht. Dort wurde die DNA aus dem Material gewonnen und 
mit den spezifischen Primern inkubiert. Im Thermocycler erfolgten danach die Aufspaltung der DNA, das Annealing 
der Primer an die DNA sowie die Amplifikation der markierten DNA-Bruchstücke. Mittels „Lab-on-a-Chip“-
Technologie wurden nachfolgend die PCR-Produkte im BioAnalyzer 2100 detektiert. Über eine spezielle Software 
wurden mittels Desktop-PC die Daten des BioAnalyzer automatisch erfasst und die Elektrophoresen grafisch 
dargestellt. Jeder Untersuchungsgang wurde elektronisch in Ereignisprotokollen aufgezeichnet.  
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4.5.2 Die einzelnen Hardwarekomponenten 

Der BioRobot EZ1 von QIAGEN ist ein vollautomatisiertes Gerät zur Isolation von DNA aus 

verschiedenen flüssigen Untersuchungsmaterialien. Weiterhin erfolgt damit die Vermischung 

der isolierten DNA mit den spezifischen Primern.  

Das PCR-System 9700 von ABI GeneAmp ist ein Thermocycler. Je nach verwendeter Polymer-

ase können die zu erreichenden Temperaturen sowie die Anzahl und Dauer der Amplifika-

tionszyklen verändert werden. Das System besitzt einen beheizten Deckel um Verdunstungen 

zu verhindern. Nach abgeschlossener Amplifikation kühlt sich das Gerät automatisch auf 4°C 

ab. Dies ermöglicht eine Lagerung des PCR-Produktes über Nacht.  

Der BioAnalyzer 2100 von Agilent detektierte die amplifizierte Pathogen- und Resistenzgen-

DNA auf der Basis der „Lab-on-a-Chip“ Technologie. Als Analysekit wurde das DNA 1000 

LapChip Kit von Agilent Technologies verwendet.  

Mit Hilfe der Software „2100 expert“ erfolgte die Steuerung der Messungen des BioAnalyzers. 

Die gemessenen Daten wurden auf der Festplatte des Desktop PC von Compaq online 

aufgezeichnet, grafisch dargestellt und ausgewertet.  

4.5.3 Verwendete Reagenzien und Chemikalien 

Standardkartusche EZ1 für die DNA-Isolation 

Für die Extraktion und Reinigung der DNA aus jeder Untersuchungsprobe wurde eine 

maschinell gefertigte verschlossene Kartusche der Fa. QIAGEN verwendet, die alle Lösungen 

und Chemikalien zur Lyse der Zellen sowie zur Extraktion der DNA beinhaltet. Jede Kartusche 

bestand aus zehn Reagenzbehältnissen mit verschiedenen Reagenzien wie Lyse-, Wasch- und 

Verdünnungspuffer und Magnetpartikel. 

Multiplex-PCR-Mastermix 

Der Multiplex-PCR-Mastermix enthielt die HotStarTaq DNA Polymerase, den QIAGEN 

Multiplex PCR Puffer, 5x konzentrierte Q-Lösung, den dNTP Mix und RNase freies Wasser: 

Die QIAGEN HotStarTaqDNA Polymerase ist eine modifizierte Form einer rekombinanten 

94kDa DNA Polymerase, im Original isoliert aus Thermus aquaticus, geclont in E. coli 

(Desoxynucleotidyltransferase, EC 2.7.7.7). Bei Umgebungstemperatur ist diese Polymerase 

inaktiv. Die Polymeraseaktivität wird erst durch eine 15-minütige Inkubation bei 95°C 

aktiviert. Dadurch wird eine problemlose und störungsfreie Verarbeitung bei Raum-

temperatur ermöglicht. Weiterhin werden Fehlanlagerungen der Primer sowie Bildungen von 

Pimerdimeren verhindert und damit eine hohe Spezifität der PCR garantiert. 

Der QIAGEN Multiplex PCR Puffer (pH 8,7 bei 20°C) enthält genau abgestimmte und 

optimierte Mengen an Salzen, z.B. Mg2+ (6mM MgCl2), und Zusatzstoffen sowie den synthe-

tischen Faktor MP. Der Faktor MP erhöht die lokale Konzentration der Primer und stabilisiert 
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deren spezifische Bindung am DNA-Strang. Dadurch wird ein effizientes Annealing sowie die 

Extension unabhängig von der Primersequenz unterstützt. 

Die 5x konzentrierte Q-Lösung ist ein PCR-Zusatzstoff, welcher durch eine Veränderung des 

Schmelzverhaltens der DNA die Amplifikation von DNA-Bestandteilen mit einem höheren 

Gehalt an sekundären Strukturen oder GC-reichen Segmenten verbessert. 

Der dNTP Mix besteht aus den DNA-Bausteinen dATP, dCTP, dGTP und dTTP. 

Die Primer 

Es wurden 9 Primer für den Nachweis von häufigen Sepsiserregern und 9 Primer für den 

Nachweis von Resistenzgenen getestet. Die Primer wurden im Vorfeld von PMS synthetisiert: 

TAB. 1:  PATHOGEN- UND RESISTENZGENPRIMER 

Pathogene Resistenzgene 
Staphylococcus aureus CDR-1 
Enterococcus faecium blaSHV 
Pseudomonas aeruginosa blaGES-2 
Enterobacter cloacae vanB 
Klebsiella pneumoniae MDR-1 
Escherichia coli spA 
Enterococcus faecalis mecA 
Staphylococcus epidermidis vanC 
Candida albicans vanA 

 
Für die Durchführung der Multiplex-PCR wurden diese Primer auf einen Streifen mit 8 

getrennten Reaktionsgefäßen verteilt. Die folgende Abb. zeigt überblicksmäßig die pro Gefäß 

enthaltenen Primer: 

ABB. 7: VERTEILUNG DER 18 PRIMER AUF DEM PCR-STREIFEN 

 
Die Primer befanden sich werkseitig auf einem 
Strip mit 8 Reaktionsgefäßen. Die neben-
stehende Abb. zeigt die Aufteilung der Primer 
auf die entsprechenden Gefäße: 
 
 
Gefäß 1-4: Primer für die bakteriellen Erreger 
Gefäß 7: Primer für C. albicans 
Gefäß 5+6: Primer für Resistenzgene 
Gefäß 8: blauer Farbstoff, Negativkontrolle 
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DNA 1000 LapChip Kit von Agilent Technologies 

Damit ist der Nachweis von DNA-Bruchstücken mit einer Größe von 25 bis 1000bp möglich. 

4.5.4 Die Probenverarbeitung 

Dünnflüssige Analysematerialien wie Blut, Pleura- und Bauchhöhlenflüssigkeit, Urin und 

Liquor sowie die Auswaschflüssigkeiten von Abstrichen konnten unverändert im PCR-System 

analysiert werden. Proben von zähflüssiger Konsistenz wie Tracheal- oder Bronchialsekrete 

und Abszess- oder Drainageflüssigkeiten mussten vor dem Ansatz verdünnt werden. Dabei 

war das Ausmaß der Verdünnung von der Konsistenz der Probe abhängig. Standardmäßig 

wurden Verdünnungen mit isotoner Kochsalzlösung im Verhältnis von 1:5 und 1:10 

durchgeführt. Zeigten sich in der Analyse des PCR-Produktes allerdings starke Rauschsignale, 

dann wurden die Untersuchungen mit weiteren Verdünnungsreihen wie z.B. 1:50 und 1:100 

wiederholt. 

4.5.5 Der Untersuchungsablauf 

Die Verarbeitung und Analyse einer Untersuchungsprobe erfolgte in 5 Schritten. Ein 

kompletter Probendurchlauf benötigte eine Zeitdauer von ca. 250min, einschließlich ca. 

30min manuelle Tätigkeiten.  

TAB. 2: ANALYSESCHRITTE MIT ZUGEHÖRIGEM LABORGERÄT, BENÖTIGTER ZEITDAUER UND MAXIMALER 

PROBENKAPAZITÄT PRO DURCHLAUF 

 Tätigkeit Laborgerät Zeitdauer Proben-
kapazität 

1. Schritt Vorbereitung der Probe,  
Extraktion der gesamten DNA  

manuell,  
BioRobot EZ1 

5 min 
20 min 

6 Proben 

2. Schritt Verteilung der gewonnenen DNA auf die 
Primer 

BioRobot EZ1 5 min 3 Proben 

3. Schritt DNA-Amplifikation Thermocycler-PCR 
System 9700 

180 min 12 Proben 

4. Schritt Präparation des DNA-Chip manuell 20 min 1 Probe 

5. Schritt Identifikation der Amplifikate BioAnalyzer 2100 20 min 1 Probe 

 

Im Folgenden werden die Arbeitsabläufe der einzelnen Teilschritte am Beispiel einer 

Blutprobe beschrieben. 

Der 1. Schritt - Extraktion der DNA:  

Mittels einer Präzisionspipette wurden 200µl der Blutprobe in ein Spezialröhrchen mit 

Glassplittern überführt und bei 2500 U/min für 1min geschüttelt. Dadurch wurden die 

Zellwände aller enthaltenen Zellen mechanisch aufgespaltet. Danach wurde das Röhrchen mit 

der entstandenen Suspension sowie eine Standardkartusche EZ1 für die DNA-Isolation im 

BioRobotEZ1 platziert.  
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Im BioRobot EZ1 wurden die Zellen im Weiteren chemisch lysiert. Danach wurde mittels 

eines chaotrophen Salzes die gesamte DNA ausgefällt und an die Siliziumoxydoberfläche von 

hinzugegebenen Magnetpartikeln gebunden. Durch einen im EZ1 integrierten Magneten, der 

maschinell von außen an die Probenflüssigkeit angelegt wird, erfolgte die Separation der 

Magnetpartikel mit der daran gebundenen DNA aus der Flüssigkeit. Danach folgten mehrere 

Waschschritte, um die DNA wieder von den Magnetpartikeln zu trennen. Die Entfernung der 

leeren Magnetpartikel aus der Suspension erfolgte wieder mittels angelegten Magneten.  

Am Ende des ersten Verarbeitungsvorganges lag die extrahierte DNA wässrig gelöst in einem 

sterilen Röhrchen vor. Der genaue Vorgang wird im „EZ1 DNA Handbook“ von QIAGEN 

beschrieben.[129]  

ABB. 8: EXTRAKTION DER DNA – 1. SCHRITT DES PCR-VERFAHRENS 

 

 

Der 2. Schritt – Verteilung der gewonnenen DNA auf die Primer: 

In das Röhrchen mit der extrahierten DNA wurden im 2. Schritt durch den BioRobotEZ1 

200µl des „2x QIAGEN Multiplex PCR Master Mix“ hinzugegeben. Danach wurden, ebenfalls 

durch den BioRobotEZ1, 50µl von dem entstandenen Gemisch auf jedes Well des 

vorbereiteten PCR-Streifen (siehe Abb. 7, S. 24) pipettiert. Der Streifen wurde manuell in den 

Thermozykler überführt. Pro Amplifikationsdurchgang konnten maximal 9 Strips verarbeitet 

werden. Die genaue Arbeitsanleitung kann dem „Qiagen Multiplex PCR Handbook“ 

entnommen werden.[128]  
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ABB. 9: VERTEILUNG DER DNA AUF DIE PRIMER – 2. SCHRITT DES PCR-VERFAHRENS 

 
 

Der 3. Schritt – DNA-Amplifikation: 

Da es sich um eine Heißstart-PCR handelt, mussten die Untersuchungsproben zu Beginn für 

15min auf 95°C erhitzt werden. Dadurch wurde zuerst die Ziel-DNA denaturiert und danach 

die HotStarTaq-Polymerase aktiviert. Somit treffen die Reaktionspartner erst nach der 

Denaturierung der Ziel-DNA aufeinander, was eine höhere Spezifität der Primer garantiert.[41, 

119] Der Thermozykler durchlief danach 45 Zyklen des 3-teiligen PCR-Prozesses, bestehend 

aus der Denaturierung, dem Annealing und der Extension, und benötigte insgesamt eine 

Zeitdauer von ca. 180 min. Die folgende Tab. zeigt die genauen Temperaturen sowie Zeiten 

des PCR-Prozesses: 

 

TAB. 3: 3-TEILIGER PCR-PROZESSES MIT ZEITDAUERN, TEMPERATUREN UND ZYKLENANZAHL 

 Zeitdauer Temperatur Zyklenanzahl 

Initiale Aktivierung 15 min 95°C 1 

1. Denaturierung 30 s 94°C 45 

2. Annealing 90 s 62°C 45 

3. Extension 90 s 72°C 45 
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Nach der Beendigung des PCR-Prozesses kühlte sich der Thermozykler automatisch auf eine 

Temperatur von 4°C ab, was eine sichere Lagerung des PCR-Produktes über mehrere Stunden 

ermöglichte. Der Thermozykler wurde entsprechend den Vorschriften des „Qiagen 

Multiplex PCR Handbook“ S. 18 programmiert.[128] 

Der 4. Schritt – Präparation des DNA-Chips: 

Die Detektion der DNA-Amplifikate mittels BioAnalyser 2100 erfolgte unter Verwendung des 

DNA 1000 LapChip Kit mittels Gelelektrophorese. Dafür waren die Herstellung eines 

Agarosegels sowie die Präparation der Chips entsprechend den Anweisungen des „Reagent 

Kit Guide DNA 1000 Assay“ von Agilent Technologies notwendig.[2]  

Die Amplifikationsprodukte aus den Reaktionsgefäßen des PCR-Streifens wurden manuell auf 

den DNA-Chip pipettiert. Da in jedem Gefäß unterschiedliche Primer vorlagen (Abb. 7, S. 24), 

mussten für die spätere Auswertung der Elektrophoresen die Gefäße des PCR-Streifens den 

Vertiefungen des DNA-Chips eindeutig zugeordnet werden. Die folgende Abbildung zeigt die 

genaue Belegungsvorschrift des DNA-Chips. Von den möglichen 12 Vertiefungen des Chips 

wurden nur 8 benutzt.  

 

ABB. 10: VERTEILUNG DER AMPLIFIKATIONSPRODUKTE VOM PCR-STRIP AUF DEN DNA-CHIP 

 

 

Der 5. Schritt – Detektion der Amplifikate: 

Die Messung der Daten wurde über die Software „2100 Expert“ des BioAnalyzers gesteuert, 

welche im Vorfeld speziell auf die in der Studie verwendeten Primer abgestimmt worden 

war. Das Programm ordnete die amplifizierten DNA-Stücke den entsprechenden Erregern 

und Resistenzgenen zu und gab die pro Primer nachgewiesene DNA-Menge in ng/µl an. 
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4.5.6 Auswertung der Untersuchungsergebnisse 

Die Detektion der Amplifikate erfolgte mittels „Lab-on-a-Chip“-Technik auf Basis der 

Gelelektrophorese (siehe S. 16). Zum besseren Verständnis werden im Folgenden 

verschiedene Elektrophoresen beispielhaft dargestellt. Dabei zeigt die X-Achse die Laufzeit 

der Elektrophorese in Sekunden [s] und die Y-Achse die Fluoreszenzintensität in Fluoreszenz 

Units [FU]. Die Größe der detektierten Amplifikate wird in Basenpaaren [bp] am DNA-Peak 

angegeben.  

Zur Kalibration der Elektrophoresen mussten in jeder Vertiefung des DNA-Chips ein unterer 

Marker (15bp) und ein oberer Marker (1500bp) mitgeführt werden, die den Anfang und das 

Ende der Messung im Zeitablauf genau definierten. Diese Marker wurden bei der Präparation 

jeder Vertiefung des Chips manuell zugegeben.  

Aus Gründen der Qualitätskontrolle wurde weiterhin in jedem Reaktionsgefäß des PCR-

Streifens, die Negativkontrolle ausgenommen, zusätzlich zu der Pathogen- und Resistenzgen-

DNA ein humanes Gen amplifiziert. Dafür wurde ein Primer verwendet, der ein bei jedem 

Menschen identisches Gen markierte. Ein Rückschluss auf Identität, Geschlecht, Rasse oder 

sonstige Merkmale des Patienten war nicht möglich. In der Elektrophorese musste sich dieses 

Gen in jeder Vertiefung als Peak bei einer Fragmentgröße von 816 bis 856bp ( 829bp) 

darstellen. Nur wenn dieses Gen detektiert wurde, konnte von einem störungsfreien Ablauf 

des PCR-Prozesses ausgegangen werden. 

 

ABB. 11: ELEKTROPHORESE MIT OBEREM UND UNTEREM MARKER SOWIE DEM MENSCHLICHEN KONTROLLGEN 

 
Die Abb. zeigt eine Elektrophorese mit unterem Marker (15bp) und oberem Marker (1500bp). Weiterhin wurde das 
menschliche Kontrollgen (836bp) amplifiziert. Erreger- oder Resistenzgen-DNA wurde in diesem Fall nicht nachgewiesen. 
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Bei jeder Amplifikation wurde im DNA-Streifen eine Negativkontrolle mit einem blauen 

Farbstoff mitgeführt. Die Negativkontrolle enthält keine menschliche DNA. In der Elektro-

phorese durfte sich hier also kein humaner DNA-Peak darstellen. Dafür musste sich bei 60 bis 

65 s eine negative Welle zeigen, die dem blauen Farbstoff entsprach. Die Kalibration erfolgte 

ebenfalls über den unteren und oberen Marker. 

 

ABB. 12: ELEKTROPHORESE DER NEGATIVKONTROLLE 

 

Die Abb. zeigt die Elektrophorese der Negativkontrolle mit unterem Marker (15bp) und oberem Marker (1500bp) sowie 
der negativen Kurve bei 60 bis 65s. Diese entspricht dem blauen Farbstoff. In der Negativkontrolle wird kein mensch-
liches Gen amplifiziert, es stellt sich kein entsprechender Peak dar. 

 

Um die genaue Größe der amplifizierten DNA-Bruchstücke in den verschiedenen Vertief-

ungen bestimmen und damit das Amplifikat eindeutig der entsprechenden Erreger- oder 

Resistenzgen-DNA zuordnen zu können, musste weiterhin in der Elektrophorese jedes DNA-

Chips in einer zusätzlichen Vertiefung eine s.g. DNA-Leiter mitgeführt werden. In dieser 

Studie wurde die DNA 1000 Leiter verwendet, bei der sich in der Elektrophorese elf Peaks an 

definierter Stelle darstellten. Die Elektrophorese der DNA-Leiter wurde ebenfalls mit dem 

unteren und oberen Marker kalibriert. Nur wenn die Leiter und die Marker richtig und 

störungsfrei über die Software angezeigt wurden, war das Gel von verwendbarer Qualität.  
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ABB. 13: DIE DNA 1000 LEITER 

 

Die Abb. zeigt die Elektrophorese der DNA 1000 Leiter mit den elf definierten Peaks sowie den unteren und oberen 
Marker. 

 

Befand sich in einer Probe nachweisbare Erreger- oder Resistenzgen-DNA, dann wurden die 

entsprechenden Primer spezifisch gebunden und die zugehörigen DNA-Sequenzen amplifi-

ziert. In den Elektrophoresen konnten dann spezifische Peaks detektiert werden. Damit ein 

Nachweis als richtig positiv zu werten war, mussten zwei Bedingungen erfüllt sein. Erstens 

durfte die amplifizierte DNA nur in der Vertiefung des DNA-Chips nachweisbar sein, die dem 

zugehörigen Gefäß des DNA-Streifens entsprach, in dem der entsprechende Primer eingesetzt 

wurde. Zweitens musste das amplifizierte DNA-Stück der erwarteten Fragmentgröße 

entsprechen. Die Eigenschaften der verwendeten Primer sind in den folgenden Tab. 

dargestellt: 

 

TAB. 4: VERWENDETE PATHOGENPRIMER UND DEREN FRAGMENTGRÖßE 

Erreger durchschnittliche 
Fragmentgröße 

untere Fragmentgrenze obere Fragmentgrenze 

K. pneumoniae 275 268 281 

E. coli 401 395 410 

E. faecalis 647 642 654 

E. faecium 153 150 156 

P. aeruginosa 621 616 627 

E. cloacae 709 696 721 

S. aureus 219 216 221 

S. epidermidis 460 457 464 

C. albicans 524 517 531 
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TAB. 5: VERWENDETE RESISTENZGENPRIMER UND DEREN FRAGMENTGRÖßE 

Resistenzgen durchschnittliche 
Fragmentgröße 

untere Fragmentgrenze obere Fragmentgrenze 

blaSHV 194 192 197 

blaGES-2 344 340 348 

vanB 449 437 461 

spA 120 116 123 

mecA 296 288 298 

vanC 372 360 378 

vanA 520 493 535 

MDR-1 594 569 619 

CDR-1 72 70 74 

 

Durch die „area under the curve“, angegeben in ng/µl, kann zusätzlich eine quantitative 

Aussage über die enthaltene DNA- und damit die Erregermenge getroffen werden. Diese 

Menge wird von der Software automatisch berechnet. 

In der folgenden Abb. ist beispielhaft die Elektrophorese von amplifizierter E. faecium DNA 

(Fragmentgröße 152bp) dargestellt.  

 
ABB. 14: ELEKTROPHORESE AMPLIFIZIERTER ENTEROCOCCUS FAECIUM-DNA 

 

Die Abb. zeigt eine Elektrophorese mit Nachweis von Enterococcus faecium-DNA (152bp), unterem Marker (15bp) und 
oberem Marker (1500bp) sowie menschlichen Kontrollgen (828bp). 
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Die nächste Abb. zeigt eine Elektrophorese nach Amplifikation mehrerer DNA-Sequenzen in 

einem Well im Sinne einer Multiplex-PCR. 

 

ABB. 15: ELEKTROPHORESE MIT NACHWEIS VON P. AERUGINOSA [622BP] UND E. CLOACAE [700BP] 

 
Die Abb. zeigt eine Elektrophorese mit Nachweis von Pseudomonas aeruginosa-DNA (622bp), Enterobacter cloacae-DNA 
(700bp), unterem Marker (15bp) und oberem Marker (1500bp) sowie menschlichen Kontrollgen (836bp). 
 
 

4.6 GRUNDLAGEN DER ERGEBNISBEWERTUNG 

4.6.1 Erregervergleich Mikrobiologie und PCR 

Für beide Verfahren galt ein Erreger als richtig positiv detektiert, wenn er in mindestens 

einer weiteren Untersuchungsprobe dieser Sepsisepisode mit einem der beiden Verfahren 

nachgewiesen wurde. Im PCR-Verfahren galt zusätzlich jeder Erreger mit einer 

nachgewiesenen DNA-Menge >0,2ng/µl als richtig positiv detektiert (Definition von PMS).  

Der gleichzeitige Nachweis eines zum Erreger passenden Resistenzgens galt ebenfalls als 

Ergebnisbestätigung. Für den semiquantiativen Erregervergleich von Mikrobiologie und 

PCR in Nicht-Blut Materialien wurden Umwandlungstabellen erstellt:  
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TAB. 6: UMWANDLUNGSTABELLE FÜR DIE MITTELS PCR NACHGEWIESENE DNA-MENGE IN EINE SEMIQUANTITATIVE 

BEURTEILUNG. GÜLTIG FÜR BLUTPROBEN. 

> 0 bis 0,2 ng/µl ... + 
0,2 bis 0,5 ng/µl ... ++ 
0,5 bis 1,0.ng/µl  ... +++ 
>1,0 ng/µl ... ++++ 

 

 

TAB. 7: UMWANDLUNGSTABELLE FÜR DIE MITTELS MIKROBIOLOGIE NACHGEWIESENE ERREGERMENGE. GÜLTIG FÜR 

SEKRETE, ABSZESSE UND ABSTRICHE. 

ganz vereinzelt -  vereinzelt ... + 
mäßig viel  ... ++ 
viel - sehr viel   ... +++ 
massenhaft  ... ++++ 

 

 

TAB. 8: UMWANDLUNGSTABELLE FÜR DIE MITTELS PCR NACHGEWIESENE DNA-MENGE IN EINE SEMIQUANTITATIVE 

BEURTEILUNG. GÜLTIG FÜR SEKRETE, ABSZESSE UND ABSTRICHE. 

> 0 bis 0,9 ng/µl ... + 
1,0 bis 9,9 ng/µl ... ++ 
10,0 bis 29,9 ng/µl  ... +++ 
>30 ng/µl  ... ++++ 

 
 

Ein direkter Probenvergleich zwischen Mikrobiologie und PCR bezüglich einer Überein-

stimmung der nachgewiesenen Erreger war häufig nur eingeschränkt möglich. Ursachen 

dafür waren, dass: 

 In den Nicht-Blut Materialien häufig mehrere Erreger nebeneinander vorlagen. 

 Nicht für alle Pathogene Primer in der PCR verwendet wurden. 

 In der PCR auch geschädigte und tote Pathogene sowie spezifische DNA-Bestandteile 

erkannt wurden, die mikrobiologisch nicht kultivierbar waren. 

Die Beurteilung der Proben erfolgt deswegen anhand der Haupterreger. Die Haupterreger 

sind dabei diejenigen Erreger, die in der größten Anzahl nachgewiesen wurden. Mittels PCR 

nicht detektierbare Pathogene wurden separat bewertet. In der PCR detektierte typische 

Erreger der Umgebungsflora wurden in den direkten Verfahrensvergleich nur dann einbe-

zogen, wenn sie auch im mikrobiologischen Ergebnis erwähnt wurden und die DNA-

Konzentration >1,0ng/µl betrug. Bei einer DNA-Konzentration >10ng/µl handelt es sich auch 

bei einem typischen Umgebungserreger um ein relevantes Hauptpathogen. 

Mikrobiologisch wird die ermittelte Erregermenge semiquantitativ angegeben. Wie bereits 

unter Kap. 4.5.6, S. 29 beschrieben, kann auch im PCR-Verfahren anhand der „area under the 

curve“ semiquantitativ eine Aussage über die nachgewiesene DNA- und damit Erregermenge 

getroffen werden. 
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4.6.2 Klinische Bedeutung der PCR-Ergebnisse in den Sepsisepisoden 

Im Rahmen der Studie wurden die PCR-Ergebnisse für die Behandlung der Patienten nicht 

verwendet. Die Analyse der klinischen Bedeutung sowie des zeitlichen Vorteils der PCR 

erfolgte retrospektiv. 

Anhand der Patientenakten wurden für jede SE der vermutete Sepsisfokus, alle bisherigen 

mikrobiologischen Ergebnisse sowie die zum Zeitpunkt der Probenentnahme laufenden 

Antibiosen dokumentiert. Weiterhin wurden alle aufgrund der Sepsis durchgeführten 

klinischen Maßnahmen, wie z.B. Änderung der Antibiose, Entfernung von zentralen 

Venenkathetern, weitere Fokussuche bzw. Initiierung von Interventionen, mit dem 

entsprechenden Zeitpunkt aufgelistet. Diese Daten wurden im nächsten Schritt durch die 

Ergebnisse der PCR-Analyse ergänzt. Danach wurden die klinischen Entscheidungen neu 

bewertet. Es wurde ermittelt, welchen Einfluss das PCR-Ergebnis auf die Diagnostik und 

Therapie der Patienten gehabt hätte und ob bei sofortiger Verwendung der PCR eine spezielle 

Maßnahme eventuell schneller erfolgt wäre. Dabei bezieht sich die klinische Auswertung auf 

alle in den SE nachgewiesenen Erreger, so dass häufig pro SE mehrere Empfehlungen 

ausgesprochen werden können. 

Für die Berechnung des zeitlichen Vorteils der PCR wurde davon ausgegangen, dass es sich 

bei dem Diagnostiksystem um ein Gerät handelt, welches in einem 24-Stunden Routinelabor 

vom Laborpersonal betrieben werden kann. Es wurde eine Gesamtumlaufzeit der Proben von 

der Entnahme bis zum endgültigen Ergebnis von 6 Stunden veranschlagt. Diesem s.g. PCR-

Endpunkt wurde der laut Akte dokumentierte mikrobiologische Endpunkt gegenübergestellt. 

Bei Letzterem handelt es sich um den Zeitpunkt, an dem der behandelnde Arzt Kenntnis vom 

mikrobiologischen Ergebnis erhielt (telefonisch oder schriftlich) und dementsprechend eine 

Therapiemaßnahme einleiten bzw. eine laufende Behandlung bestätigen konnte. Bei den 

mikrobiologischen Ergebnissen durfte es sich auch um vorläufige mikroskopische oder 

kulturelle Erregernachweise handeln, wenn diese für eine Therapieänderung ausreichend 

waren. 
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5 ERGEBNISSE 

5.1 PATIENTENCHARAKTERISTIK UND ANALYSEMATERIAL 

In die Untersuchungen wurden 54 septische Patienten eingeschlossen. 

TAB. 9: UNTERTEILUNG DER STUDIENPATIENTEN NACH GESCHLECHT UND ALTER 

Geschlecht Anzahl 
Alter in Jahren 
Median (Min;Max) 

Männlich 30 67 (21;91) 

Weiblich 24 68 (36;90) 

Gesamt 54 67 (21;91) 

 

Diese Patienten wurden in Abhängigkeit von ihrer Grunderkrankung in 8 chirurgischen 

Fachdisziplinen behandelt. 

TAB. 10: UNTERTEILUNG DER STUDIENPATIENTEN NACH ALTER UND BEHANDELNDEN FACHGEBIETEN 

 Fachgebiet 
Geschlecht 

Total 
m w 

ACH 14 10 24 

GCH 1 1 2 

GYN 0 1 1 

HNO 0 3 3 

NCH 8 4 12 

ORT 0 1 1 

UCH 5 2 7 

URO 2 2 4 

Gesamt 30 24 54 

 

 

Einige Patienten durchliefen während ihrer Behandlung mehrfach Sepsisepisoden (SE) mit 

der Notwendigkeit einer Erregerdiagnostik. Insgesamt wurden von den 54 Patienten 87 SE 

analysiert. Dabei bestimmte die klinische Symptomatik und die vermutete Sepsisursache die 

Art und Anzahl des untersuchten Probenmaterials (siehe Kap. 4.3, S. 19). Pro Sepsisepisode 

wurden 1 bis 9 Proben analysiert. Die folgende Abbildung zeigt die untersuchte Anzahl an 

Proben in der jeweiligen Sepsisepisode.  
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ABB. 16: AUFLISTUNG DER ANZAHL UNTERSUCHTER PROBEN IN JEDER SEPSISEPISODE 

 

Für die Einteilung der SE in Schweregrade wurde die ACCP/SCCM-Sepsisklassifikation 

verwendet (siehe Abb. 1, S. 5). Dementsprechend handelt es sich bei 3 SE um eine Sepsis (S), 

bei 43 SE um eine Schwere Sepsis (SS) und bei 41 SE um einen Septischen Schock (SSS). Die 

folgende Übersicht zeigt die Häufigkeiten der klinisch vermuteten Sepsisursachen (Fokus) 

unterteilt nach Sepsisschweregraden. 

TAB. 11: HÄUFIGKEIT DER KLINISCH VERMUTETEN SEPSISURSACHEN DIFFERENZIERT NACH SEPSISSCHWEREGRADEN 

Sepsisursache 
Sepsisschweregrad 

Total 
S SS SSS 

Abdomen 1 6 11 18 

Abszess 0 4 4 8 

FUO 1 21 16 38 

Lunge 0 8 10 18 

Niere 1 1 0 2 

Wundinfektion 0 3 0 3 

Total 3 43 41 87 

In jeder Sepsisepisode wurde die klinisch vermutete Sepsisursache dokumentiert. Die Übersicht zeigt, wie oft pro 

Sepsisschweregrad ein bestimmter Fokus als Ursprungsort vermutet wurde. 

Für jede SE wurden die Sepsisscores SAPS-II [90] und APACHE-II [80] ermittelt. Anhand des 

APACHE-II-Score wurde die erwartete Mortalität (in %) berechnet. Das Ausmaß der Organ-

dysfunktion wurde über den SOFA-Score [162] und den MODS-Score [106] beschrieben.  

Weiterhin wurden die Entzündungsparameter PCT (ng/µl) und Leukozyten (Gpt/l) sowie die 

Körpertemperatur (°C) den Sepsisschweregraden zugeordnet. Auch wurde ermittelt, wie oft 

in den verschiedenen Sepsisschweregraden zum Zeitpunkt der Probenentnahme bereits eine 

Antibiose durchgeführt wurde.  

Die Daten sind in den folgenden Tabellen aufgelistet.  
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TAB. 12: SEPSISSCORES UND AUSMAß DER ORGANDYSFUNKTION IN DEN SE UNTERTEILT NACH SEPSISSCHWEREGRADEN 

Sepsisschwere-
grad (Anzahl) 

 APACHE-II Mortalität (%) SAPS SOFA MODS 

S (n=3) Median [Min;Max] 9 [7;13] 13,8 [13,6;22,9] 21 [21;35] 2 [2;5] 2 [1;2] 

SS (n=43) Median [Min;Max] 17 [4;32] 22,4 [4,8;69,1] 37 [21;69] 5 [2;13] 4 [1;89] 

SSS (n=41) Median [Min;Max] 22 [10;36] 41,7 [8,3;90,0] 54 [30;83] 9 [4;16] 6 [3;12] 

Total (n=87) Median [Min;Max] 19 [4;36] 27,9 [4,8;90,0] 43 [21;83] 7 [2;16] 5 [1;12] 

 

 

 
TAB. 13: ENTZÜNDUNGSPARAMETER UND TEMPERATUR IN DEN SE UNTERTEILT NACH SEPSISSCHWEREGRADEN 

Sepsisschwere-
grad 

 PCT (ng/µl) Leukozyten (Gpt/l) Temperatur (°C) 

S (n=3) Median [Min;Max] 0,28 [0,10;4,80] 17,2 [12,6;26,2] 38,0 [37,3;38,5] 

SS (n=43) Median [Min;Max] 0,25 [0,10;16,5] 13,1 [5,5;23,8] 38,5 [36,7;39,5] 

SSS (n=41) Median [Min;Max] 0,84 [0,10;252] 15,5 [1,2;39,7] 38,6 [34,2;40,4] 

Total (n=87) Median [Min;Max] 0,41 [0,1;252] 14,0 [1,2;39,7] 38,5 [34,2;40,4] 

 

 

 
TAB. 14: ANTIBIOSE ZUM ZEITPUNKT DER PROBENENTNAHME UNTERTEILT NACH SEPSISSCHWEREGRADEN 

Sepsisschweregrad 
Antibiose 

Total 
ja nein 

S 1 2 3 

SS 32 11 43 

SSS 30 11 41 

Total 63 24 87 

 

In den Tabellen sind, unterteilt nach Sepsisschweregraden, die Medianwerte sowie das Minimum und Maximum der 

Sepsisscores (APACHE-II mit zugehöriger Mortalität und SAPS), der Organdysfunktion-Scores (SOFA und MODS) sowie 

der Entzündungsparameter (PCT und Leukozyten) und der Körpertemperatur für die 87 SE dargestellt. Weiterhin ist 

dargestellt, wie häufig zum Zeitpunkt der Probenentnahme eine antibiotische Behandlung durchgeführt wurde. Auch 

hier erfolgte eine Unterteilung nach Sepsisschweregraden. 

 

Unter Berücksichtigung der Auswertungskriterien (siehe Kap. 4.6, S. 33) wurden 3 

Blutproben wegen Kontamination in der Blutkultur ausgeschlossen (Kontaminationsrate BK 

1,6%). Im PCR-Verfahren erwiesen sich 6 Erreger als Kontaminanten. Diese Kontaminanten 

wurden ebenfalls aus dem Vergleich ausgeschlossen (Kontaminationsrate PCR 5,8%).  

Insgesamt wurden 258 Probenpaare in den Vergleich eingeschlossen. Dabei handelt es sich 

um 180 Blutproben und 78 Nicht-Blut Proben. 
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ABB. 17: MENGENMÄßIGE AUFTEILUNG DER ANALYSEMATERIALIEN 

 

 

 

 

 

Die obere Abbildung zeigt die mengenmäßige Aufteilung der 258 Untersuchungsproben in Blutproben und Nicht-Blut 

Materialien. Die untere Abbildung zeigt die mengenmäßige Aufteilung der Nicht-Blut Materialien (n=78) in Atemwegs-

sekrete, Aszites, Urin, Liquor sowie Abstrich-, Drainage-, Abszess- und Punktatflüssigkeiten. 
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5.2 ERGEBNISSE DER BLUTDIAGNOSTIK 

5.2.1 Vergleich Blutkultur und PCR-Blutdiagnostik 

Es wurden 180 Blutproben mittels Blutkultur (BK) und PCR-Verfahren im Vergleich 

analysiert:  

 In 99 Proben (55%) wurden in beiden Verfahren keine Erreger detektiert (Gruppe A).  

 In 14 Proben (8%) wurden mit beiden Verfahren Erreger detektiert (Gruppe B).  

 In 5 Proben (3%) wurden in der BK Erreger detektiert, die PCR war negativ (Gruppe C). 

 In 62 Proben (34%) wurden mittels PCR Erreger nachgewiesen, die BK waren negativ 

(Gruppe D).  

 

ABB. 18: ERGEBNISVERGLEICH DER BLUTPROBENDIAGNOSTIK (BLUTKULTUR / PCR) 

Die linke Abbildung zeigt die Ergebnisse der Blutdiagnostik (Vergleich Blutkultur und PCR-Verfahren) in einer 4-Felder-

Tafel. In der rechten Abbildung wurden die Ergebnisse im Balkendiagramm grafisch dargestellt.  

In 8 Blutproben der Gruppe B wurden mittels BK und PCR die gleichen Erreger nachge-

wiesen, in 6 Blutproben ergab sich ein differenter Erregernachweis. Damit sind die Ergeb-

nisse von 107 der 180 Blutproben (99 Proben in Gruppe A + 8 Proben in Gruppe B) in beiden 

Verfahren identisch (59%). In 73 Blutproben (6 Proben in Gruppe B + 5 Proben in Gruppe C + 

62 Proben in Gruppe D) ist das Ergebnis in den Verfahren different (41%). 

ABB. 19: ÜBEREINSTIMMUNG DER ERGEBNISSE VON BLUTKULTUR UND PCR-BLUTPROBENDIAGNOSTIK 

 

Insgesamt wurden 180 Blutproben mittels Blutkultur und PCR untersucht. In 107 Blutproben (59%) war das Ergebnis in 

beiden Verfahren identisch. Bei den restlichen 73 Blutproben (41%) ergaben sich differente Ergebnisse. 

BK / PCR 
different;  

n=73 (41%) 

BK / PCR 
identisch; 

n=107 (59%) 

Gesamtmenge Blutproben, n=180 

                            Chi-Quadrat: p=0,003                        
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5.2.2 Nachgewiesene Erreger in den Blutproben 

In den Blutproben wurden mit beiden Verfahren insgesamt 111 Erreger nachgewiesen: 

 Davon wurden 8 Erreger übereinstimmend mit BK und PCR erkannt. 

 11 Erreger wurden nur in der BK erkannt. 

 2 Erreger waren aufgrund fehlender Primer mittels PCR nicht detektierbar und 

wurden nur in der BK angezüchtet.  

 Bei 90 Erregern gelang der Nachweis nur im PCR-Verfahren.  

ABB. 20: VERGLEICH DER NACHGEWIESENEN ERREGER IN BK UND PCR 

 

Es wurden insgesamt 111 Erreger in den Blutproben detektiert. Davon wurden 8 Erreger (7%) mit beiden Verfahren, 11 

Erreger (10%) nur mittels BK und 90 Erreger (81%) nur mittels PCR nachgewiesen. Bei den restlichen 2 Erregern (2%) 

war der Nachweis ausschließlich mittels BK möglich, da in der PCR keine entsprechenden Primer verwendet wurden. 

 

ABB. 21: NACHGEWIESENE ERREGERSPEZIES IN BLUTPROBEN UND DEREN HÄUFIGKEITEN, VERGLEICH BK UND PCR 

 

Die Abbildung zeigt, wie häufig eine Erregerspezies in den Blutproben nachgewiesen wurde. Dabei wird zwischen dem 

Nachweis nur in der BK bzw. nur in der PCR sowie dem übereinstimmenden Nachweis mit beiden Verfahren 

unterschieden. Die Kategorie „Andere“ enthält ausschließlich Erreger, die mittels PCR aufgrund fehlender Primer nicht 

detektierbar waren. 
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Erregernachweis nur in der Blutkultur 

Die nachfolgende Tabelle zeigt die Proben mit ausschließlich positiven Erregernachweis in 

der Blutkultur. Diesen Proben sind relevante Vergleichsproben aus den betroffenen SE mit 

Nachweis der entsprechenden Erregerspezies bzw. von passenden Resistenzgenen gegen-

übergestellt. Dadurch wird bestätigt, dass es sich nicht um Kontaminationen handelt.  

In 2 Fällen (SE 36 und SE 61) waren die Erreger aufgrund fehlender Primer im PCR-Ver-

fahren nicht nachweisbar. Diese wurden markiert (Bsp.:  K. oxytoca). 

 

TAB. 15: BLUTPROBEN: BLUTKULTUR POSITIV, PCR NEGATIV = RELEVANTE ERREGER 

SE 
lfd. 
Nr. 

Ergebnis der Blutkultur 
Mibi-Ergebnis in anderen 
Vergleichsproben 

PCR-Ergebnis in anderen 
Vergleichsproben 

36 #91 K. oxytoca BS: K. oxytoca (++++) negativ 

38 

#98 K. pneumoniae ZVK: K. pneumoniae (+++) 
BS: K. pneumoniae (+++) 
Urin: K. pneumoniae (+++) 

negativ #99 K. pneumoniae 

#100 K. pneumoniae 

55 
#145 S. epidermidis 

negativ negativ 
#146 S. epidermidis 

61 #165 C. perfringens Aszites: C. perfringens (++) negativ 

70 #203 E. coli ZVK: E. coli (+) Blut: blaSHV (+) 

71 #208 P. aeruginosa BS: P. aeruginosa (+++) 
Blut: P. aeruginosa (++) 
BS: P. aeruginosa (+++) 
Urin: P. aeruginosa (+) 

74 #223 E. coli DF: E. coli (++) negativ 

75 #227 
E. faecium 
S. epidermidis 

Liquor: S. epidermidis (+++) 
ZVK: S. epidermidis (+++) 

Liquor: E. faecium (+),  
S. epidermidis (++++) 

86 #260 E. coli BS: E. coli (++++) BS: E. coli (++++) 

 

 

Erregernachweis nur in der PCR 

Im PCR-Verfahren wurden 90 Pathogene detektiert, die in den vergleichenden BK nicht 

angezüchtet wurden. Davon wurden 12 Pathogene in anderen mikrobiologischen Unter-

suchungen, 27 Pathogene in weiteren PCR-Untersuchungen und 31 Pathogene in mikrobio-

logischen und PCR Untersuchungen bestätigt. Weitere 20 Pathogene wurden durch die 

nachgewiesene DNA-Menge oder passende Resistenzgene bestätigt. Eine Übersicht zeigt die 

folgende Abbildung. 
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ABB. 22: BLUTPROBEN: BK NEGATIV / PCR POSITIV MIT BESTÄTIGUNG IN ANDEREN PROBEN (RELEVANTE ERREGER) 

 

 

Es wurden 90 Erreger ausschließlich mittels PCR erkannt, d.h. die BK war negativ. Davon wurde in 12 Fällen die 

Erregerspezies mittels Mikrobiologie, in 27 Fällen mittels PCR und in 31 Fällen mittels Mikrobiologie und PCR in anderen 

Proben dieser Sepsisepisode ebenfalls nachgewiesen. In 20 Fällen wurden in der PCR entweder Resistenzgene 

detektiert, die zu der Erregerspezies passend waren, oder die nachgewiesene DNA-Menge betrug >0,2ng/µl. Damit 

wurde die Richtigkeit und die Relevanz der Erregernachweise bestätigt und eine bloße Kontamination ausgeschlossen. 

 

 

Erregernachweis in Blutkultur und PCR 

In der folgenden Tabelle sind die Blutproben aufgelistet, in denen die Erreger mit beiden 

Verfahren übereinstimmend nachweisbar waren.   

 

TAB. 16: BLUTPROBEN: IDENTISCHER ERREGERNACHWEIS IN BK UND PCR 

SE 
lfd. 
Nr. 

Ergebnis der Blutkultur 
mikrobiologische 
Vergleichsproben 

Resistenzgene 

1 #2 E. faecium E. faecium (++++) keine 

2 #4 S. aureus S. aureus (++++) keine 

36 
#91 E. faecalis E. faecalis (+) keine 

#92 E. faecalis E. faecalis (+) keine 

59 #157 S. epidermidis S. epidermidis (++) keine 

71 #212 E. coli E. coli (++) keine 

73 
#220 S. aureus S. aureus (+++) spA (+++) 

#221 S. aureus S. aureus (++++) spA (++) 
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5.2.3 Antibiotische Behandlung zum Zeitpunkt der Blutentnahme 

Von den 180 Blutproben wurden 127 (71%) unter einer bereits laufenden Antibiose und nur 

53 (21%) ohne laufende Antibiose entnommen. 

ABB. 23: ANTIBIOTISCHE BEHANDLUNG ZUM ZEITPUNKT DER BLUTENTNAHME; ALLE BLUTPROBEN 

 

Die Blutentnahme erfolgte bei 127 von 180 Blutproben (71%) unter einer laufenden Antibiose. Im Falle von 53 

Blutproben (29%) wurde zum Entnahmezeitpunkt keine Antibiose durchgeführt. 

 

Die folgende Abb. zeigt die Häufigkeit der antibiotischen Behandlung zum Entnahmezeit-

punkt bezogen auf die Ergebnisgruppen A-D.  

ABB. 24: ANTIBIOTISCHE BEHANDLUNG ZUM ZEITPUNKT DER BLUTENTNAHME; UNTERTEILUNG NACH DEN 

ERGEBNISGRUPPEN A-D 

 

Der Gesamtmenge an Blutproben in den Ergebnisgruppen A-D ist in dieser Abbildung gegenübergestellt, wie häufig zum 

Zeitpunkt der Probenentnahme eine antibiotische Behandlung durchgeführt wurde. 
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Insgesamt wurden 21 Erreger mittels Blutkultur angezüchtet. Im Fall von 10 Erregern 

erfolgte zum Zeitpunkt der Blutentnahme eine antibiotische Behandlung. Davon erwiesen 

sich 7 Erreger in den in-vitro Resistenztestungen als sensibel und 3 Erreger als resistent. 

 

ABB. 25: MITTELS BLUTKULTUR ANGEZÜCHTETE ERREGER, ANTIBIOTIKAEMPFINDLICHKEIT 

 

Mittels Blutkultur wurden in 180 Blutproben 21 Erreger angezüchtet. Im Falle von 11 Erregern erfolgte zu diesem 

Zeitpunkt keine Antibiose. In den in vitro Resistenztestungen erwiesen sich 7 Erreger als sensibel und 3 Erreger als 

resistent gegenüber der laufenden Antibiose. Die folgende Tabelle zeigt die Antibiotikaempfindlichkeit der mittels BK 

angezüchteten Erreger unterteilt nach Ergebnisgruppen. 

 

TAB. 17: MITTELS BLUTKULTUR ANGEZÜCHTETE ERREGER, ANTIBIOTIKAEMPFINDLICHKEIT IN DEN ERGEBNISGRUPPEN 

BK+ 
Gesamtmenge Erreger in 
den Ergebnisgruppen 

Keine  
Antibiose 
Anzahl Erreger 

Laufende Antibiose 

Anzahl 
Erreger 

Erreger 
sensibel 

Erreger 
resistent 

Gruppe B 
(BK+/PCR+) 

alle 15 7 8 5 3 

BK = PCR 8 2 6 5 1 

nur BK 7 5 2 0 2 

Gruppe C 
(BK+/PCR-) 

6 4 2 2 0 

Gesamt 21 11 10 7 3 

 

Von den 98 mittels PCR nachgewiesenen Erregern wurden 70 unter einer laufenden 

Antibiose detektiert. Davon liegen für 30 Erreger aufgrund von mikrobiologischen in vitro 

Resistenztestungen in anderen, den entsprechenden SE zugehörigen, Proben Daten vor. 

Dementsprechend waren 16 Erreger für die laufende Antibiose sensibel und 14 resistent. Für 

die anderen 40 Erreger waren keine Resistenzinformationen verfügbar. Anhand der 

biologischen Gegebenheiten kann aber für 30 dieser Erreger eine Sensibilität und für 10 eine 

Resistenz gegenüber der laufenden Antibiose angenommen werden. 

  

0% 20% 40% 60% 80% 100%

alle Erreger im Blutkulturverfahren, n=21 

keine Antibiose, n=11 Erreger sensibel, n=7 
Erreger 

resistent, 
n=3 



Ergebnisse  46 

 
ABB. 26: MITTELS PCR NACHGEWIESENE ERREGER IN BLUTPROBEN, ANTIBIOTIKAEMPFINDLICHKEIT 

 

Von den 98 mittels PCR nachgewiesenen Erregern wurden 70 während einer laufenden Antibiose detektiert. Davon 

waren 16 Erreger auf die Antibiose sensibel, 14 resistent, 30 wahrscheinlich sensibel und 10 wahrscheinlich resistent. 

Bei 28 Erregern wurde zum Zeitpunkt der Probenentnahme nicht antibiotisch therapiert (siehe auch folgende Tabelle). 

TAB. 18: MITTELS PCR NACHGEWIESENE ERREGER, ANTIBIOTIKAEMPFINDLICHKEIT 

Ergebnis-
gruppe 

Gesamtmenge 
Erreger 

Keine 
Antibiose  
Anzahl 
Erreger 

Laufende Antibiose 

Anzahl 
Erreger 

Erreger 
sensibel 

Erreger 
resistent 

Empfindlich-
keit fraglich;   

 (? Sens./ 
Resis.) 

Gruppe B 
(BK+/PCR+) 

alle 18 7 11 6 2 3 (1/2) 

PCR = BK 8 2 6 5 1 - 

nur PCR 10 5 5 1 1 3 (1/2) 

Gruppe D 
(BK-/PCR+) 

80 21 59 10 12 37 (29/8) 

Gesamt 98 28 70 16 14 40 (30/10) 

 

5.2.4 Resistenzgennachweis in den Blutproben 

In 9 Blutproben wurden 9 Resistenzgene mittels PCR detektiert. Davon wurden in 3 Blut-

proben mittels Blutkultur und in 8 Blutproben mittels PCR auch entsprechende Wirtspatho-

gene gefunden. In 2 Blutproben war der Pathogennachweis in Blutkultur und PCR überein-

stimmend. In 1 Blutprobe wurde nur in der Blutkultur und in 6 Blutproben nur in der PCR ein 

passender Erreger detektiert.  

TAB. 19: MITTELS PCR NACHGEWIESENE RESISTENZGENE IN BLUTPROBEN, ZUGEHÖRIGE ERREGER 

Lfd. Nr. Material Resistenzgen möglicher Erreger Mibi möglicher Erreger PCR 

#8 Blut spA (+) keine S. aureus  (++) 

#53 Blut mecA (+) keine S. epidermidis  (+++) 

#126 Blut mecA (+) keine S. epidermidis  (++) 

#203 Blut blaSHV (+) E. coli  keine 

#214 Blut spA (++) keine S. aureus  (++++) 

#220 Blut spA (+++) S. aureus S. aureus  (+++) 

#221 Blut spA (++) S. aureus S. aureus  (++++) 

#234 Blut blaSHV (+) keine K. pneumoniae (+) 

#244 Blut spA (+) keine S. aureus  (++++) 
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Für die 3 Erreger, die in der Blutkultur angezüchtet wurden, liegen in vitro Resistogramme 

vor. Diese Resistogramme zeigt die folgende Abbildung. 

TAB. 20:  IN VITRO RESISTOGRAMME VON 3 ERREGERN AUS BK MIT IN DER PCR DETEKTIERTEN RESISTENZGENEN 

Probennr. #203 #220 #221 Probennr. #203 #220 #221 

Penicillin  R R Amp/Sulbact.  I S S 

Ampicillin  R R R Piper./Tazob.  S S S 

Mezlocillin  I R R Ceftriaxon  S S S 

Cefotiam  S S S Tobramycin  S S S 

Cefuroxim  S S S Ciprofloxacin  R S S 

Ceftazidim  S I I Levofloxacin  R S S 

Gentamicin  S S S Imipenem  S S S 

Doxycyclin  R S S Meropenem  S S S 

Trim./Sulfam.  R S S Amikacin  S S S 

S…sensibel, I...intermediär, R…resistent 

 

5.3 ERGEBNISSE DER NICHT-BLUTDIAGNOSTIK 

5.3.1 Vergleich Mikrobiologie und PCR in der Diagnostik von Nicht-Blutproben 

Es wurden 78 Nicht-Blut Proben untersucht. In 61 Proben wurden mittels Mikrobiologie 

(Mibi) und in 60 Proben mittels PCR Erreger nachgewiesen. Im Probenvergleich ergaben sich 

folgende Ergebnisse: 

 In 10 Proben (13%) wurden mit beiden Verfahren keine Erreger detektiert (Gruppe A).  

 In 53 Proben (68%) wurden mit beiden Verfahren Erreger detektiert (Gruppe B).  

 In 8 Proben (10%) war die Mikrobiologie positiv und die PCR negativ (Gruppe C).  

 In 7 Proben (9%) wurden mittels PCR Erreger detektiert, die vergleichende Mikro-

biologie war negativ (Gruppe D). 

 

ABB. 27: ERGEBNISVERGLEICH DER NICHT-BLUTDIAGNOSTIK (MIKROBIOLOGIE / PCR)  

                      Chi-Quadrat: p=0,0003                                                                
        

Die linke Abbildung zeigt die Ergebnisse der Diagnostik von Nicht-Blut Materialien (Vergleich Mibi und PCR-Verfahren) 

in einer 4-Felder-Tafel. In der rechten Abbildung wurden die Ergebnisse im Balkendiagramm grafisch dargestellt.  
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Die folgende Tab. zeigt die Ergebnisse der einzelnen Gruppen unterteilt nach analysierten 

Materialien: 

TAB. 21: AUFLISTUNG DER ERGEBNISGRUPPEN UNTERTEILT AUF DIE VERSCHIEDENEN NICHT-BLUT MATERIALIEN 

Material Summe Proben 
Mibi-/PCR- 
(Gruppe A) [n] 

Mibi+/PCR+ 
(Gruppe B) [n] 

Mibi+/PCR- 
(Gruppe C) [n] 

Mibi-/PCR+ 
(Gruppe D) [n] 

Atemwegssekrete 34 2 24 4 4 

Drainageflüssigkeiten 16 2 12 2 0 

Aszites 8 3 3 1 1 

Abszessflüssigkeiten 3 0 3 0 0 

Abstriche 6 0 6 0 0 

Urin 5 2 1 0 2 

Liquor 3 0 2 1 0 

Punktatflüssigkeiten 3 1 2 0 0 

Gesamt 78 10 53 8 7 

 
 
In den 53 Nicht-Blut Proben der Gruppe B wurden mit beiden Verfahren Pathogene nachge-

wiesen. Dabei war in 23 Proben der Haupterregernachweis (siehe Kap. 4.6, S. 33) in beiden 

Verfahren identisch, in 24 Proben teilweise identisch und in 6 Proben völlig different: 

 

ABB. 28: QUALITATIVER ERGEBNISVERGLEICH IN NICHT-BLUTPROBEN DER GRUPPE B 

 

 

In 23 von 53 Nicht-Blutproben der Gruppe B war der Haupterregernachweis von Mikrobiologie und PCR identisch, in 24 

Fällen teilweise identisch und in 6 Fällen different. 

 

Damit sind die Ergebnisse in 33 Nicht-Blutproben (10 Proben Gruppe A + 23 Proben Gruppe 

B) mit beiden Verfahren identisch (42%), in 24 Nicht-Blutproben (24 Proben Gruppe B) 

teilweise identisch (31%) und in 21 Nicht-Blutproben (6 Proben Gruppe B + 8 Proben Gruppe 

C + 7 Proben Gruppe D) different (27%). 
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ABB. 29: ÜBEREINSTIMMUNG DER ERGEBNISSE VON MIKROBIOLOGIE UND PCR BEI DEN NICHT-BLUT MATERIALIEN 

 

 

In 33 von 78 Nicht-Blutproben (42%) war das Ergebnis in den beiden Verfahren Mikrobiologie und PCR identisch und in 

24 Proben (31%) teilweise übereinstimmend. In 21 Proben (27%) waren die Ergebnisse in beiden Verfahren different. 

 

Von den 24 Nicht-Blutproben mit teilweise identischen Erregernachweis wurden in 2 Proben 

mittels Mikrobiologie, in 16 Proben mit dem PCR-Verfahren und in 6 Proben mit beiden 

Verfahren zusätzlich klinisch relevante Erreger detektiert (mittels PCR-Verfahren nicht-

detektierbare Pathogene wurden nicht berücksichtigt). 

 
ABB. 30: TEILWEISE IDENTISCHER ERREGERNACHWEIS IN NICHT-BLUTPROBEN DER GRUPPE B 

 

 

In 24 Nicht-Blutproben war der Haupterregernachweis in beiden Verfahren nur teilweise identisch. In 16 Proben 

wurden im Vergleich zur Mikrobiologie mittels PCR zusätzliche klinisch relevante Erreger gefunden. In 2 Proben wurden 

im Vergleich zur PCR mittels Mikrobiologie weitere Erreger detektiert und in 6 Proben wurden mit beiden Verfahren 

klinisch relevante Erreger zusätzlich gefunden. 
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5.3.2 Nachgewiesene Erreger in den Nicht-Blutproben 

In 68 von 78 Nicht-Blutproben (Gruppen B-D) wurden 189 Erreger nachgewiesen: 

 Davon wurden 91 Erreger (48%) übereinstimmend mit beiden Methoden detektiert.  

 Es wurden 19 Erreger (10%) nur in der Mikrobiologie nachgewiesen.  

 Weitere 44 Erreger (23%) wurden nur in der PCR nachgewiesen.  

 Die restlichen 35 Erreger (19%) wurden nur in der Mikrobiologie erkannt, da ein 

Nachweis aufgrund fehlender Primer mittels PCR nicht möglich war.  

ABB. 31: VERGLEICH ERREGERNACHWEIS MIKROBIOLOGIE UND PCR IN DEN NICHT-BLUTPROBEN 

 

In allen Nicht-Blutproben wurden mit den beiden Verfahren Mikrobiologie und PCR insgesamt 189 Erreger nach-

gewiesen. Davon wurden 91 Erreger (48%) übereinstimmend mit beiden Verfahren detektiert. Bei 19 Erregern (10%) 

gelang der Erregernachweis nur in der Mikrobiologie und bei 44 Erregern (23%) nur in der PCR. Weitere 35 Erreger 

(19%) waren nur mikrobiologisch nachweisbar, da für das PCR-Verfahren keine Primer vorlagen. 

ABB. 32: NACHGEWIESENEN ERREGER IN NICHT-BLUTPROBEN UND DEREN HÄUFIGKEITEN, VERGLEICH 

MIKROBIOLOGIE UND PCR 

 

 

Erregernachweis 
in Mibi und PCR 

identisch;  
n=91 (48%) 

Erregernachweis 
nur in Mibi;  
n=19 (10%) 

Erregernachweis 
nur in PCR;  
n=44 (23%) 

Fehlende Primer 
für PCR;  

n=35 (19%) 

Gesamtmenge nachgewiesene Erreger; n=189 
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TAB. 22: ERREGER OHNE NACHWEISMÖGLICHKEIT IN PCR (=ANDERE IN OBIGER ABBILDUNG) 

Pathogen Häufigkeit  Pathogen Häufigkeit 

Corynebakterien 3 A. fumigatus 2 

K. oxytoca 4 S. maltophilia 2 

S. haemolyticus 1 M. morganii 2 

S. bovis 1 A. baumannii 5 

Peptostreptokokken 1 B. fragiles 2 

ß-häm. Streptokokken 1 P. mirabilis 2 

Anaerobier 2 C. perfringens 1 

C. glabrata 3 B. ureolyticus 1 

C. tropicalis 2   

 

 

5.3.3 Quantitativer Erregernachweis  

Betrachtet man die 91 Erreger, die mit Mikrobiologie und PCR übereinstimmend nach-

gewiesenen wurden, dann war bei 83 Erregern die ermittelte Menge in beiden Verfahren ver-

gleichbar hoch. Bei 8 Erregern ergab sich eine eindeutige Differenz zwischen den beiden 

Verfahren. Dabei wurde bei 3 Erregern mikrobiologisch eine deutlich höhere Menge 

nachgewiesen als mittels PCR. Bei 5 Erregern war die mittels PCR ermittelte Menge höher als 

in der Mikrobiologie, wobei in 4 Fällen die Probe unter einer laufenden suffizienten Antibiose 

entnommen wurde. Nur in einem Fall wurde keine Antibiose appliziert.  

 

ABB. 33: VERGLEICH DER MENGE VON MITTELS MIKROBIOLOGIE UND PCR ÜBEREINSTIMMEND NACHGEWIESENEN 

ERREGERN  

 

Es wurden 91 Erreger in Nicht-Blutproben mittels Mikrobiologie und PCR übereinstimmend nachgewiesen. Bei 83 

Erregern (91%) war die Erregermenge in beiden Verfahren ebenfalls identisch. In 3 Fällen (3%) wurde mittels 

Mikrobiologie und in 5 Fällen (6%) mittels PCR eine größere Menge als in dem anderen Verfahren nachgewiesen. 

 

  

Erregermenge: 
Mibi = PCR;  
n=83 (91%) 

Erregermenge: 
Mibi > PCR;  

n=3 (3%) 

Erregermenge: 
Mibi < PCR;  

n=5 (6%) 

übereinstimmend nachgewiesene Erreger in Mibi und PCR; n=91 
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5.3.4 Resistenzgennachweis in den Nicht-Blutproben 

In den 78 Nicht-Blut Materialien wurden insgesamt 59 Resistenzgene nachgewiesen. Die 

mengenmäßige Aufteilung auf die einzelnen Gene zeigt die folgende Abbildung:  

ABB. 34: NACHWEIS VON RESISTENZGENEN IN NICHT-BLUTPROBEN 

 

Die Abbildung zeigt die Menge an nachgewiesenen Resistenzgenen in 78  Nicht-Blutproben. Die weiterhin getesteten 

Resistenzgene vanA, vanC und blaGES-2 wurden nicht detektiert. 

 

blaSHV 

In 7 Nicht-Blutproben wurde das Resistenzgen blaSHV nachgewiesen. Die Tabellen zeigen die 

mittels Mikrobiologie und PCR detektierten möglichen Wirtspathogene sowie verfügbare in 

vitro Resistogramme. 

TAB. 23: NACHWEIS VON BLASHV MIT MÖGLICHEN WIRTSPATHOGENEN UND ZUGEHÖRIGE IN-VITRO RESISTOGRAMME; 

NICHT-BLUTPROBEN 

Lfd. 
Nr. 

Mater-
ial 

Resistenzgen 
Erreger-
Nr. 

möglicher Erreger 
Mikrobiologie 

möglicher Erreger PCR 

#117 BS blaSHV (+++) 
1 K. pneumoniae  (+++) K. pneumoniae (+++) 

2 E. coli  (++) E. coli  (++) 

#123 DF blaSHV (++) 

3 P. aeruginosa  (++) P. aeruginosa  (+++) 

4 E. cloacae  (++) E. cloacae (+) 

5 K. pneumoniae (++) K. pneumoniae  (++) 

6 S. maltophilia  (++)   

#127 BS blaSHV (+++) 7 K. pneumoniae (++) K. pneumoniae  (+++) 

#183 DF blaSHV (+) 8 E. coli (+) E. cloacae (+) 

#209 BS blaSHV (++) 

9 P. aeruginosa  (+++) P. aeruginosa  (+++) 

10 E. coli  (++++) E. coli  (++++) 

11 K. pneumoniae  (+++) K. pneumoniae (+) 

  E. cloacae  (+++) 

#210 BS blaSHV (++) 

12 P. aeruginosa  (+++) P. aeruginosa  (+++) 

13 E. coli  (++++) E. coli  (++++) 

14 K. pneumoniae  (+++) K. pneumoniae  (+) 

  E. cloacae  (+++) 

#255 BS blaSHV (+) 
15 K. pneumoniae (+++)  

16 E. cloacae (+++)  
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Lfd. Nr. #117 #123 # 127 # 183 #209 #210 #255 

Erreger-Nr.  1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 

Ampicillin  R S R R R R R R R R R R R R R R 

Mezlocillin  I S I S R R R S I I S I I S S R 

Cefotiam  S S R S S R S S R S S R S S S R 

Cefuroxim  I S R S I R I S R S S R S S S R 

Cefixim  S S R S S R S S R S S R S S S R 

Gentamicin  S S S S S I S S I S S I S S S S 

Doxycyclin  R S R I R S R I R R I R R I R I 

Trim./Sulfam.  S S R S R S R S R R S R R S S S 

Amp/Sulbact.  R S R R R R R R R I S R I S R R 

Piper./Tazob.  I S S S I I I S S S S S S S S R 

Ceftriaxon  S S I S S R S S I S S I S S S R 

Tobramycin  S S S S S S S S S S S S S S S S 

Ciprofloxacin  S S S S R S R S S R S S R S S R 

Levofloxacin  S S S S R S R S S R S S R S S I 

Ceftazidim  S S S S S S S S S S S S S S S S 

Imipenem  S S R S S R S S S S S S S S S R 

Meropenem  S S R S S R S S S S S S S S S R 

Amikacin  S S S S S S S S S S S S S S S S 

S…sensibel, I...intermediär, R…resistent 

 

mecA 

In 18 Nicht-Blut Proben wurde das Resistenzgen mecA nachgewiesen. Zugehörige Pathogene 

waren S. epidermidis, S. aureus bzw. Hautnormalflora und KNST in der Mikrobiologie. In #31 

wurde genotypisch ein MRSA nachgewiesen, dessen Resistenz sich in vitro nicht darstellte. 

TAB. 24: NACHWEIS VON MECA MIT WIRTSPATHOGEN UND ZUGEHÖRIGEN IN-VITRO RESISTOGRAMMEN; NICHT-

BLUTPROBEN 

Lfd. Nr. Material Resistenzgen möglicher Erreger Mikrobiologie möglicher Erreger PCR 

#16 Abstrich mecA (++) KNST  (+) S. epidermidis (++) 

#17 Abstrich mecA (+++) 
KNST (+++) S. epidermidis  (+++) 

S. haemolyticus  (+++)   

#21 Aszites mecA (+) keine S. epidermidis  (++) 

#22 Abstrich mecA (+) keine S. epidermidis  (++) 

#31 Abszess mecA (+) S. aureus  (++) S. aureus (++++) 

#103 Abszess mecA (++) Hautnormalflora  (++) 
S. aureus/  
S. epidermidis  (++)  

#123 DF mecA (+++) Hautnormalflora (++) S. epidermidis  (+++) 

#166 BS mecA (+++) keine S. epidermidis  (+++) 

#167 BS mecA (++) Normalflora  (++) 
S. aureus/  
S. epidermidis (++)  

#209 BS mecA (+) Normalflora  (+++) 
S. aureus/  
S. epidermidis  (++) 

#210 BS mecA (+) Normalflora  (+++) 
S. aureus/  
S. epidermidis (++) 

#228 Liquor mecA (++++) S. epidermidis  (+++) S. epidermidis  (++++) 

#229 Liquor mecA (++++) S. epidermidis  (+++) S. epidermidis (++++) 

#245 TS mecA (++) Normalflora   (++) S. epidermidis  (++) 

#246 BS mecA (+++) keine S. epidermidis  (+++) 

#247 BS mecA (++) Normalflora  (+++) S. epidermidis  (+++) 

#255 BS mecA (++) KNST  (+++) S. epidermidis  (+++) 

#267 TS mecA (++) Normalflora  (++) S. epidermidis  (++) 

 

  



Ergebnisse  54 

 

lfd.-Nr.  #16 #17 #31 #228 #229 lfd.-Nr.  #16 #17 #31 #228 #229 

Penicillin  R R R R R Trim./Sulfam.  R R S R R 

Flucloxacillin  R R S R R Amp/Sulbact.  R R S R R 

Erythromycin  R R R R R Piper./Tazob.  R R S R R 

Clindamycin  S S R R R Ceftriaxon  R R S R R 

Vancomycin  S S S S S Tobramycin  R R S R R 

Teicoplanin  S S S S S Ciprofloxacin  R R R R R 

Ampicillin  R R R R R Levofloxacin  R R R R R 

Mezlocillin  R R R R R Ceftazidim  R R R R R 

Cefotiam  R R S R R Imipenem  R R S R R 

Cefuroxim  R R S R R Meropenem  R R S R R 

Gentamicin  R R S R R Amikacin  R R S R R 

Doxycyclin  R R S S S       

S…sensibel, I...intermediär, R…resistent 

 

SpA 

In 10 Materialien wurde das Resistenzgen spA detektiert. Wirtspathogen ist S. aureus. 

TAB. 25: NACHWEIS VON SPA MIT WIRTSPATHOGEN S. AUREUS UND ZUGEHÖRIGEN IN-VITRO RESISTOGRAMMEN; 

NICHT-BLUTPROBEN 

Lfd. Nr. Material Resistenzgen möglicher Erreger Mibi möglicher Erreger PCR 

#31 Abszess spA (++) S. aureus  (++) S. aureus (++++) 

#35 BS spA (++) S. aureus  (++)  S. aureus  (++) 

#45 TS spA (++) keine S. aureus  (++) 

#72 BS spA (++) S. aureus  (++) S. aureus  (++)  

#73 BS spA (++) S. aureus  (+) S. aureus  (++)  

#166 BS spA (+) Normalflora  (++) S. aureus  (+) 

#167 BS spA (+) Normalflora  (++) S. aureus  (+) 

#209 BS spA (++) Normalflora  (+++) S. aureus  (++) 

#210 BS spA (++) Normalflora  (+++) S. aureus  (++) 

#219 Punktat spA (+) keine S. aureus (++) 

 

 

lfd. Nr. #31 #35 #72 #73 lfd. Nr. #31 #35 #72 #73 

Penicillin  R R R R Trim./Sulfam.  S S S S 

Flucloxacillin  S S S S Amp/Sulbact.  S S S S 

Erythromycin  R S S S Piper./Tazob.  S S S S 

Clindamycin  R S S S Ceftriaxon  S S S S 

Vancomycin  S S S S Tobramycin  S S S S 

Teicoplanin  S S S S Ciprofloxacin  R S S S 

Ampicillin  R R R R Levofloxacin  R S S S 

Mezlocillin  R R R R Ceftazidim  R I I I 

Cefotiam  S S S S Imipenem  S S S S 

Cefuroxim  S S S S Meropenem  S S S S 

Gentamicin  S S S S Amikacin  S S S S 

Doxycyclin  S S S S      

S…sensibel, I...intermediär, R…resistent 
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CDR-1 und MDR-1 

In 10 Materialien wurde das Resistenzgen CDR-1 und in 13 Materialien das Resistenzgen 

MDR-1 nachgewiesen. Mögliches Wirtspathogen ist Candida. In-vitro Resistogramme wurden 

nicht bestimmt.  

TAB. 26: NACHWEIS VON CDR-1 UND MDR-1; NICHT-BLUTPROBEN 

Lfd. Nr. Material Resistenzgen möglicher Erreger Mibi möglicher Erreger PCR 

#72 BS CDR-1 (+), MDR-1 (+) C. albicans  (+++) C. albicans  (++) 

#73 BS MDR-1 (+) C. albicans  (++)  C. albicans  (+++) 

#103 Abszess MDR-1(+) C. albicans  (+++) C. albicans  (+++) 

#113 DF CDR-1 (++), MDR-1 (++) C. albicans  (+++)  C. albicans  (+++) 

#114 DF CDR-1 (++), MDR-1 (++) C. albicans  (+++) C. albicans  (+++) 

#115 DF CDR-1 (+), MDR-1 (+) C. albicans  (++) C. albicans  (+++) 

#116 DF CDR-1 (++), MDR-1 (++) C. albicans  (+++) C. albicans  (+++) 

#166 BS CDR-1 (+), MDR-1 (+) C. albicans  (+++) C. albicans  (++) 

#188 BS CDR-1 (+), MDR-1 (++) C. albicans  (+++) C. albicans  (+++) 

#189 BS CDR-1 (+), MDR-1 (++) C. albicans  (+++) C. albicans  (+++) 

#237 BS CDR-1 (+), MDR-1 (+) 
C. albicans  (++) 

C. tropicalis  (+++) 
C. albicans  (++) 

#238 BS CDR-1 (+), MDR-1 (+) 
C. albicans  (++) 

C. tropicalis  (+++)  
C. albicans  (+++) 

#264 BS MDR-1 (+) C. albicans  (+++) C. albicans  (++) 

 

VanB 

In 1 Liquorprobe wurde das Resistenzgen vanB nachgewiesen. Zugehöriges Pathogen könnte 

in diesem Fall S. epidermidis sein. 

TAB. 27: NACHWEIS VON VANB MIT ZUGEHÖRIGEN WIRTSPATHOGEN UND IN-VITRO RESISTOGRAMM; NICHT-

BLUTPROBEN 

Lfd. Nr. Material Resistenzgen möglicher Erreger 
Mikrobiologie 

möglicher Erreger PCR 

#228 Liquor vanB (+) S. epidermidis  (+++) S. epidermidis  (++++) 

 

 

lfd-Nr.  #228 lfd.-Nr.  #228 

Penicillin  R Trim./Sulfam.  R 

Flucloxacillin  R Amp/Sulbact.  R 

Erythromycin  R Piper./Tazob.  R 

Clindamycin  R Ceftriaxon  R 

Vancomycin  S Tobramycin  R 

Teicoplanin  S Ciprofloxacin  R 

Ampicillin  R Levofloxacin  R 

Mezlocillin  R Ceftazidim  R 

Cefotiam  R Imipenem  R 

Cefuroxim  R Meropenem  R 

Gentamicin  R Amikacin  R 

Doxycyclin  S   

S…sensibel, I...intermediär, R…resistent 
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5.4 ERGEBNISSE IN DEN SEPSISEPISODEN 

5.4.1 Vergleich Mikrobiologie und PCR in der Diagnostik von Sepsisepisoden 

Es wurden 87 SE mittels Mikrobiologie und PCR untersucht und die Ergebnisse der beiden 

Verfahren miteinander verglichen. In 41 SE wurden ausschließlich Blutproben, in 20 SE 

ausschließlich Nicht-Blutproben und in 26 SE Blutproben und Nicht-Blutproben untersucht. 

Dabei wurden pro SE am häufigsten 3 Untersuchungsproben analysiert: 

 In 17 SE (20%) war in allen Untersuchungsproben der Erregernachweis mittels 

Mikrobiologie und PCR negativ (Gruppe A). 

 In 40 SE (46%) wurden mittels Mikrobiologie und PCR in mindestens einer 

Untersuchungsprobe Erreger detektiert. Dabei musste es sich nicht um dieselbe Probe 

handeln (Gruppe B). 

 In 3 SE (3%) wurden in mindestens einer Untersuchungsprobe in der Mikrobiologie 

Erreger detektiert. Die vergleichenden PCR-Untersuchungen in diesen SE blieben alle 

ohne Erregernachweis (Gruppe C). 

 In 27 SE (31%) wurden in mindestens einer Untersuchungsprobe mittels PCR Erreger 

detektiert. Die vergleichenden mikrobiologischen Analysen blieben in allen Proben 

dieser SE ohne Erregernachweis (Gruppe D). 

 

ABB. 35: ERGEBNISVERGLEICH VON MIKROBIOLOGIE UND PCR  IN 87 SEPSISEPISODEN 

 

 

                 Chi-Quadrat: p=0,0004                                                         
 

0% 20% 40% 60% 80% 100% 

Gesamtmenge Sepsisepisoden; n=87 

Mibi- / PCR+; n=27 
(Gruppe D) 

Mibi+ / PCR+; n=40  
(Gruppe B) 

Mibi- / PCR-; n=17  
(Gruppe A) 

Mibi+ / PCR-; n=3  
(Gruppe C) 

 

 

Die linke Abbildung zeigt die Ergebnisse der Diagnostik in den Sepsisepisoden (Vergleich Mikrobiologie und PCR-

Verfahren) in einer 4-Felder-Tafel. In der rechten Abbildung wurden die Ergebnisse im Balkendiagramm grafisch 

dargestellt.  

 
  

Mikrobiologie 
-                    + 

             
           - 
 
PCR 
 
          + 

17 
(Gruppe A) 

20% 

3 
(Gruppe C) 

3% 

27 
(Gruppe D) 

31% 

40 
(Gruppe B) 

46% 

n=87 
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Gruppe A (Mibi-/PCR-), n=17 

In 14 SE handelte es sich ausschließlich um Blutuntersuchungen (5x 1-fach BE, 3x 2-fach BE 

und 1x 6-fach BE) und in 3 SE um 1-fach Entnahmen von Nicht-Blutproben. 

Gruppe B (Mibi+/PCR+), n=40 

In 6 Fällen wurden ausschließlich Blutproben, in 19 Fällen Blutproben und Nicht-Blutproben 

und in 15 Fällen ausschließlich Nicht-Blutproben entnommen. 

In 33 SE wurden mit beiden Verfahren die gleichen Erreger nachgewiesen. In 7 SE war der 

Erregernachweis different. Davon wurden in 2 SE hauptsächlich Erreger angezüchtet, die 

wegen fehlenden Primern im PCR-Verfahren nicht detektierbar waren. 

Gruppe C (Mibi+/PCR-), n=3 

In allen 3 SE wurden Blutproben und Nicht-Blutproben analysiert. In 2 SE wurden 

ausschließlich Pathogene angezüchtet, die aufgrund fehlender Primer im PCR-Verfahren 

nicht detektierbar waren. In der dritten SE wurde das Pathogen E. coli im PCR-Verfahren 

nicht erkannt. Mikrobiologisch wurde es mehrfach detektiert. 

Gruppe D (Mibi-/PCR+), n=27 

Dabei handelt es sich in 21 Fällen um SE, in denen ausschließlich Blutproben entnommen 

wurden. In 4 SE wurden Blutproben und Nicht-Blutproben entnommen und in 2 SE nur 

Nicht-Blutproben. 

 

Damit war in 50 SE (17 SE Gruppe A + 33 SE Gruppe B) das Ergebnis identisch und in 5 SE 

(Gruppe B) different. In 27 SE wurden nur in der PCR und in 1 SE nur in der Mikrobiologie 

Erreger erkannt. Die jeweils andere Methode blieb ohne Erregernachweis. In 4 SE war 

aufgrund fehlender Primer ein PCR-Nachweis nicht möglich. 
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ABB. 36: ERREGERNACHWEIS IN MIKROBIOLOGIE UND PCR, VERGLEICH IN DEN SEPSISEPISODEN 

 

In 50 von 87 Sepsisepisoden (57%) war das Ergebnis in den beiden Verfahren Mikrobiologie und PCR identisch und in 5 

SE (6%) different. In 27 SE (31%) konnten nur mittels PCR und in 1 SE (1%) nur mittels Mikrobiologie Erreger 

nachgewiesen werden. In 4 SE (5%) war aufgrund fehlender Primer ein PCR-Nachweis nicht möglich. 

 

5.4.2 Klinische Charakterisierung der Patienten in den Sepsisepisoden 

Die Tabelle zeigt die 87 SE in den Ergebniskategorien unterteilt nach Sepsisschweregraden.  

TAB. 28: ERGEBNISKATEGORIEN UNTERTEILT NACH SEPSISSCHWEREGRAD IN DEN SEPSISEPISODEN 

Kategorie 
Sepsisschweregrad 

Total 
S SS SSS 

A 1 12 4 17 

B 2 17 21 40 

C 0 1 2 3 

D 0 13 14 27 

Total 3 43 41 87 

 
Jeder Kategorie werden die Häufigkeiten der vermuteten Sepsisfoci gegenübergestellt.  

TAB. 29: VERMUTETER FOKUS IN DEN ERGEBNISKATEGORIEN DER SEPSISEPISODEN 

Fokus 
Kategorie 

Total 
A B C D 

Abdomen 3 9 2 4 18 

Abszess 2 6 0 0 8 

FUO 10 8 0 20 38 

Lunge 1 14 1 2 18 

Niere 1 1 0 0 2 

Wundinfektion 0 2 0 1 3 

Total 17 40 3 27 87 

 
In den folgenden Tabellen werden die Sepsis- und Organdysfunktion-Scores sowie die 

Entzündungsparameter in den Kategorien verglichen. Auch wird dargestellt, wie häufig die 

Analyseproben unter einer laufenden Antibiose entnommen wurden. 

Mibi / PCR 
identisch;  

n=50 (57%) 

Mibi / PCR 
different;  
n=5 (6%) 

Fehlende Primer 
PCR;  

n=4 (5%) 

Mibi + / PCR -  
n=1 (1%) 

Mibi - / PCR +  
n=27 (31%) 

Gesamtmenge Sepsisepisoden, n=87 
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TAB. 30: ORGANDYSFUNKTION-SCORES IN DEN ERGEBNISKATEGORIEN DER SEPSISEREIGNISSE 

Kategorie  APACHE-II Mortalität (%) SAPS SOFA MODS 

A (n=17) Median [Min;Max] 19 [13;35] 22,9 [816;84,6] 41 [23;83] 5 [3;16] 4 [1;12] 

B (n=40) Median [Min;Max] 18 [4;36] 27,9 [8,3;90,0] 43 [21;81] 7 [2;16] 6 [1;12] 

C (n=3) Median [Min;Max] 14 [6;36] 30,8 [9,2;86,4] 49 [26;83] 7 [3;16] 5 [2;12] 

D (n=27) Median [Min;Max] 20 [11;31] 29,1 [4,8;65,9] 46 [25;76] 7 [2;13] 6 [2;9] 

 

 
TAB. 31: ENTZÜNDUNGSPARAMETER UND TEMPERATUR IN DEN ERGEBNISKATEGORIEN DER SEPSISEREIGNISSE 

Sepsis-
schweregrad 

 PCT (ng/µl) Leukozyten (Gpt/l) Temperatur (°C) 

A (n=17) Median [Min;Max] 0,4 [0,10;18,6] 14,5 [1,2;26,2] 38,6 [35,7;39,2] 

B (n=40) Median [Min;Max] 0,63 [0,10;252] 14,2 [3,5;35] 38,5 [34,2;39,5] 

C (n=3) Median [Min;Max] 4,95 [0,6;13,3] 10,4 [7,2;32,6] 38,6 [34,7;38,7] 

D (n=27) Median [Min;Max] 0,2 [0,10;38,6] 12,3 [5,8;39,7] 38,7 [37,6;40,4] 

 

 
TAB. 32: ANTIBIOTISCHE BEHANDLUNG IN DEN ERGEBNISKATEGORIEN DER SEPSISEPISODEN 

Antibiose 
Kategorie 

Total 
A B C D 

ja 13 27 3 20 63 

nein 4 13 0 7 24 

Total 17 40 3 27 87 

 

 

5.4.3 Bedeutung für die antibiotische Therapie 

Identischer Erregernachweis in den Studienproben 

In 35 SE (40%) war das Ergebnis in den Studienproben mit beiden Verfahren identisch 

(gleicher oder kein Erreger nachgewiesen) und therapierelevant. Dabei handelte es sich in 10 

Fällen um SE, in denen bereits seit längerem eine Antibiose durchgeführt wurde. Nach 

Bekanntwerden des mikrobiologischen Ergebnisses wurde in 6 SE diese Antibiose umgestellt, 

in 3 SE erweitert und in 1 SE beendet.  

In den anderen 25 SE wurde aufgrund der septischen Konstellation direkt nach Proben-

entnahme eine kalkulierte Antibiose eingeleitet. Nach mikrobiologischen Erregernachweis 

wurde in 1 SE diese kalkulierte Antibiose umgestellt, in 4 SE erweitert und in 8 SE deeska-

liert. In 12 SE wurde die kalkulierte Antibiose bestätigt. 

Durch eine Verwendung der PCR für die Diagnostik wäre im Vergleich zur Mikrobiologie in 

diesen 35 SE bezüglich der Anpassung einer Antibiose ein mittlerer Zeitvorteil von 60 

Stunden entstanden (CI: 48-73).  
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Erregernachweis in anderen mikrobiologischen Proben 

In 6 SE (7%) wurden mittels Mikrobiologie in den Studienproben keine Erreger nachge-

wiesen. Die PCR detektierte aber therapierelevante Pathogene. Diese Erreger wurden später 

auch mikrobiologisch in anderen Proben angezüchtet, was in der Klinik zu einer Änderung 

der Antibiose führte. Bei einer routinemäßigen Verwendung des PCR-Verfahrens wäre ein 

medianer Zeitvorteil von 84,5 Stunden (Min: 6; Max: 255) entstanden. 

Ausschließlicher Erregernachweis im PCR-Verfahren 

In 23 SE (26%) wurden mittels PCR therapierelevante Erreger detektiert, wohingegen alle 

mikrobiologischen Untersuchungsproben ohne signifikanten Erregernachweis blieben. 

Klinisch wurde in 11 SE aufgrund der Symptomatik die Antibiose kalkuliert geändert. Unter 

Verwendung des PCR-Verfahrens wäre eine Therapieänderung mit einem medianen 

Zeitvorteil von 41 Stunden [Min: 2; Max: 115]) erfolgt. In den anderen 12 SE erfolgte keine 

Änderung der Therapie, obwohl dies aufgrund der im PCR-Verfahren detektierten Pathogene 

indiziert gewesen wäre. Die Proben wurden in diesen Fällen zu 70% unter einer laufenden 

Antibiose entnommen. 

Blutstrominfektion ausgeschlossen 

In 19 SE waren in beiden Verfahren alle Blutuntersuchungen ohne Erregernachweis. In die-

sen SE ist von keiner relevanten Blutstrominfektion auszugehen, auch wenn in zugehörigen 

Nicht-Blutproben Erreger nachgewiesen wurden (dies betrifft 5 SE). Dabei handelte es sich 

6x um 1-fach-, 4x um 2-fach-, 8x um 3-fach- und 1x um 6-fach Blutentnahmen. Zu 74% er-

folgte die Blutentnahme unter einer laufenden Antibiose.  

Mittels PCR-Verfahren waren diese Ergebnisse nach 6 Stunden verfügbar. In der Blutkultur 

ist eine Bebrütungszeit von mindestens 5-7 Tagen abzuwarten. Im Falle einer Endokarditis 

wird sogar eine Bebrütungsdauer von 3 bis 4 Wochen empfohlen.[149] Je nach Klinik ist 

eventuell eine Beendigung der Antibiose indiziert. 

 

5.4.4 Interventionen und Fokussuche indiziert 

Nachweis von infizierten Kathetern 

In 33 SE bestand aufgrund von positiven PCR-Ergebnissen in den Blutproben der Verdacht 

auf eine Infektion von zentralen Venenkathetern (ZVK). In 30 Fällen wurden wegen des 

klinischen Verdachtes diese Katheter entfernt und mikrobiologisch untersucht. Dabei konnte 

in 15 SE eine Infektion des ZVK mikrobiologisch gesichert werden, wobei in 9 SE mit beiden 

Verfahren identische Pathogene nachgewiesen wurden. 
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ABB. 37: VERDACHT AUF ZVK- INFEKTION 

 

In 33 SE bestand aufgrund der PCR-Ergebnisse in Blutproben der Verdacht auf eine ZVK-Infektion. Klinisch wurde in 30 

SE dieser Verdacht bestätigt. Die betroffenen Katheter wurden entfernt und mikrobiologisch untersucht, wobei in 15 

Fällen der Verdacht mikrobiologisch bestätigt wurde. In 9 Fällen wurden mit beiden Verfahren identische Erreger 

nachgewiesen. 

Erkennung von Infektionsherden 

Aufgrund eines positiven PCR-Erregernachweises in den Blutproben war in der Studie in 27 

SE eine Fokussuche indiziert. In allen Episoden erfolgte dies auch aufgrund der klinischen 

Symptomatik. Dabei wurde in 21 SE ein relevanter Fokus detektiert. In 6 SE konnte kein 

Fokus gefunden werden. 

ABB. 38: FOKUSSUCHE LAUT PCR-ERGEBNIS INDIZIERT 

 

In 27 SE war aufgrund der PCR-Ergebnisse eine klinische Fokussuche indiziert. In allen 27 SE wurde diese Fokussuche 

aufgrund der klinischen Symptomatik auch durchgeführt. Dabei wurde in 21 Fällen klinisch auch ein relevanter Fokus 

gefunden. In 6 Fällen war die Fokussuche erfolglos. 

In 4 SE wurden aufgrund der klinischen Symptomatik chirurgische Maßnahmen durchge-

führt. Retrospektiv waren mittels PCR in allen 4 SE bereits präoperativ die ursächlichen 

Erreger nachweisbar. Davon wurden in 1 SE die Erreger auch mikrobiologisch präoperativ 

angezüchtet. 
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ABB. 39: CHIRURGISCHE INTERVENTION KLINISCH INDIZIERT 

 

In 4 Fällen war aufgrund der klinischen Symptomatik eine chirurgische Intervention indiziert. In allen 4 Fällen waren 

mittels PCR bereits präoperativ Erreger nachweisbar, die auf die Notwendigkeit einer chirurgischen Intervention 

hinwiesen. Mikrobiologisch konnten die Erreger nur in einem Fall angezüchtet werden. 

 

5.4.5 Nachweis von Resistenzgenen und Problemkeimen 

In 2 SE wurden mittels PCR relevante Pathogene und Resistenzgene detektiert, die eine 

Isolation des Patienten veranlasst hätten. Dabei handelt es sich in einem Fall um den 

Nachweis von S. aureus und mecA. Damit besteht der Verdacht, dass es sich hier um einen 

MRSA handelt.  

In 3 SE wurden mikrobiologisch multiresistente Erreger nachgewiesen. Dies hatte klinisch 

einen Einfluss auf die antibiotische Therapie. Mittels PCR wurden die Erreger ebenfalls 

detektiert, allerdings ohne Resistenzgennachweis. Das PCR-Verfahren ist hier im Nachteil.  

5.4.6 Differenter Erregernachweis in Mikrobiologie und PCR 

In 19 Fällen waren die Ergebnisse in den Verfahren different. Davon wurden in 13 SE 

mikrobiologisch Pathogene angezüchtet, für die im PCR-Verfahren keine Primer vorlagen. Es 

handelte sich dabei um die Erreger K. oxytoca, A. baumannii, M. morganii, S. maltophilia, C. 

perfringens, B. ureolyticus, B. fragiles, P. mirabilis, S. bovis, Peptostreptokokken, Anaerobier, 

C. glabrata, C. tropicalis und A. fumigatus. 

5.4.7 Pathogenmenge unter antibiotischer Behandlung 

Liegt im Rahmen eines Septischen Schocks eine hohe Pathogenlast im Blut vor, dann ist es 

mit Hilfe der PCR möglich, unter einer laufenden Antibiose den Abfall der Pathogenlast und 

damit die Wirksamkeit der Therapie zu dokumentieren. Zu diesem Zweck müssten 

rezidivierende Probenentnahmen in einem definierten Zeitintervall erfolgen. 
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5.5 FALLBEISPIELE 

5.5.1 Umstellung einer laufenden Antibiose 

SE 47 - Pleuraempyem 

Klinik:  

Bei dieser Patientin kam es vor 14 Tagen zu einer Ösophagusruptur. Es wurde eine konser-

vative Therapie durchgeführt. Ein linksseitig bestehender Pleuraerguss wurde über eine 

Thoraxsaugdrainage (TSD) abgeleitet. Mikrobiologisch wurden im Erguss die Pathogene K. 

pneumoniae, Enterokokken, KNST und Streptokokken nachgewiesen. Es erfolgte eine gezielte 

antibiotische Behandlung mit Imipenem/Cilastatin und Ampicillin. Im Verlauf entwickelte die 

Patientin das Bild eines Septischen Schocks. In der CT des Thorax wurden ausgedehnte 

pulmonale Infiltrationen gesichert. Daraufhin wurde die Drainageflüssigkeit erneut mikrobio-

logisch und jetzt auch mittels PCR untersucht. 

Ergebnis:  

Etwa 29 Stunden nach Probenentnahme wurden in ersten mikrobiologischen Kulturen ver-

schiedene Spezies gramnegativer Stäbchen und grampositiver Kokken angezüchtet. Darauf-

hin wurde die Antibiose auf Meropenem und Ciprofloxacin umgestellt. Etwa 48 Stunden nach 

Probenentnahme ergab der mikrobiologische Endbefund die Pathogene P. aeruginosa, K. 

pneumoniae und KNST. Gleiches Ergebnis erbrachte die PCR-Untersuchung.  

Beurteilung: 

Unter Verwendung der PCR wäre die Umstellung der Antibiose 17,5 Stunden früher erfolgt. 

ABB. 40: UMSTELLUNG EINER LAUFENDEN ANTIBIOSE, FALLBEISPIEL SE 47 
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5.5.2 Erweiterung einer laufenden Antibiose 

SE 44 – Intraabdominelle Candidainfektion 

Klinik:  

Es handelt sich um einen Patienten mit einer nekrotisierenden Pankreatitis. Bei abdominellen 

Kompartment erfolgte initial eine Laparotomie mit Einlage von intraabdominellen Spüldrai-

nagen. Bereits seit 8 Tagen wurde eine Antibiose mit Imipenem/Cilastatin durchgeführt. Die-

ser Patient entwickelte im Verlauf einen Septischen Schock. Unter dem Verdacht auf eine 

intraabdominelle Infektion wurde über die Drainagen Flüssigkeit gewonnen. Diese wurde 

mittels Mikrobiologie und PCR analysiert. 

Ergebnis:  

Mit beiden Methoden wurden als ursächliche Erreger E. faecalis und C. albicans nachgewie-

sen. Die Antibiose wurde um Fluconazol erweitert.  

Beurteilung:  

Die Information der behandelnden Ärzte über mikrobiologische Erstbefunde erfolgte 24 

Stunden nach Probenentnahme telefonisch. Daraufhin wurde die Antibiose erweitert. Der 

Zeitvorteil für das PCR-Verfahren beträgt 18,5 Stunden. 

ABB. 41: ERWEITERUNG EINER LAUFENDEN ANTIBIOSE, FALLBEISPIEL SE 44 
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5.5.3 Beendigung einer laufenden Antibiose 

SE 23 – Respiratorische Insuffizienz 

Klinik:  

In diesem Beispiel handelt es sich um einen Patienten mit einer schweren Lungenfibrose und 

einer Herzinsuffizienz NYHA IV. Dieser Patient wurde bei Urosepsis wegen einer Harnstau-

ungsniere operativ mit einer Ureterschiene versorgt. Die Antibiose erfolgte mit Piperacillin/ 

Tazobactam. Initial verbesserte sich der klinische Zustand zügig. Nach 3 Tagen kam es aller-

dings zu einer deutlichen Verschlechterung der Lungenfunktion. Der Patient musste bei 

schwerer respiratorischer Insuffizienz und zerebraler Eintrübung intubiert und kontrolliert 

beatmet werden. Unter dem Verdacht auf eine NAP erfolgte eine Bronchoskopie. Hier stellte 

sich eine stark entzündete Schleimhaut mit reichlich stipchenförmigen weißen Auflager-

ungen dar. Es wurde Bronchialsekret für die Diagnostik entnommen. Aufgrund der Anamnese 

sowie einer langjährigen Behandlung mit Glucocorticoiden bestand klinisch der Verdacht auf 

eine schwere Pilzpneumonie. Bei lebensbedrohlichem Krankheitsbild wurde die Therapie um 

Ciprofloxacin und Fluconazol erweitert.  

Ergebnis: 

In keinem Verfahren konnten im BS relevante Pathogene nachgewiesen werden. Ursächlich 

für die respiratorische Insuffizienz war also kein infektiöses Geschehen.  

Beurteilung: 

Unter Verwendung der PCR wäre bereits 6 Stunden nach Probenentnahme festgestellt 

worden, dass die Ursache des pulmonalen Versagens nicht-infektiöser Genese ist, was 

eventuell zu einer Beendigung der Antibiose und Antimykose geführt hätte. Die Therapie 

wurde 66,5 Stunden nach dem Ergebnis der PCR-Analytik, beendet. Aufgrund des 

Wachstumsverhaltens können Candida erst nach 7 Tagen und Schimmelpilzen sogar erst 

nach 4 Wochen detektiert werden.[57] 

ABB. 42: BEENDIGUNG EINER LAUFENDEN ANTIBIOSE, FALLBEISPIEL SE 23 
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5.5.4 Erweiterung einer kalkulierten Antibiose 

SE 1 – Kotige Peritonitis 

Klinik: 

Es handelt sich um einen Patienten nach Kolektomie mit Ileorektostomie. Postoperativ ent-

wickelte der Patient einen Septischen Schock mit Fieber bis 39,5°C und ansteigenden Ent-

zündungsparametern. Es erfolgte die Relaparotomie, in der sich eine Anastomoseninsuffi-

zienz mit kotiger 4-Quadrantenperitonitis darstellte. Für die mikrobiologische Untersuchung 

wurden intraoperativ ein abdomineller Abstrich sowie Blutproben entnommen, die auch 

mittels PCR untersucht wurden. Nach Empfehlungen der PEG wurde mit einer kalkulierten 

Antibiose mit Piperacillin/Tazobactam begonnen.[163] Aufgrund des schweren Lokalbefundes 

wurden im Verlauf mehrere Etappenlavagen durchgeführt. 

Ergebnis: 

Bereits 6 Stunden nach der Blutentnahme konnte mittels PCR im Blut und Aszites des 

Patienten das Pathogen E. faecium detektiert werden. Mikrobiologisch gelang im Blut 

kein Erregernachweis. Drei Tage später wurde im intraoperativen Abstrich mikrobiologisch 

E. faecium angezüchtet, woraufhin die laufende Antibiose um Vancomycin erweitert wurde. 

In den Untersuchungsproben der Etappenlavagen wurden im Verlauf mittels Mikrobiologie 

und PCR weiterhin relevante Mengen von E. faecium nachgewiesen. Außerdem wurde im 

späteren Verlauf auch in mehreren Blutkulturen E. faecium angezüchtet.  

Beurteilung:  

Mittels PCR-Verfahren wurde 39 Stunden eher als in der Mikrobiologie das Pathogen E. fae-

cium detektiert. Eine gezielte Antibiose mit Vancomycin hätte früher initiiert werden können.  

ABB. 43: ERWEITERUNG EINER KALKULIERTEN ANTIBIOSE, FALLBEISPIEL SE 1 
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5.5.5 Umstellung einer kalkulierten Antibiose 

SE 71 - Aspirationspneumonie 

Klinik: 

Bei dieser Patientin wurde vor einem Jahr wegen einer Hirnblutung eine konventionelle 

Tracheotomie durchgeführt. Nach Rekonvaleszenz erfolgte jetzt ein operativer Tracheo-

stomaverschluss. Am ersten postoperativen Tag kam es zu einer fulminanten Aspiration mit 

sofortiger Intubations- und Beatmungspflichtigkeit. Es wurde eine Bronchoskopie mit Ent-

nahme von Bronchialsekret für die Diagnostik durchgeführt. Weiterhin wurde nach Empfeh-

lungen der PEG mit einer kalkulierten Antibiose mit Clindamycin und Cefotiam begonnen.[163] 

Im weiteren Verlauf kam es zu einem Septischen Schock mit ARDS, Katecholaminpflichtigkeit, 

hohen Fieber und massiven Anstieg der laborchemischen Entzündungsparameter. Es wur-

den mehrfach Blutproben gewonnen. 

Etwa 24 Stunden nach Aspiration wurden in den ersten mikrobiologischen Kulturen des 

Bronchialsekrets viele gramnegative Stäbchen unterschiedlicher Gattungen nachgewiesen. 

Der Stationsarzt wurde darüber telefonisch informiert. Die Antibiose wurde daraufhin auf 

Meropenem und Ciprofloxacin umgestellt. Trotzdem kam es zu einer zunehmenden Ver-

schlechterung des Allgemeinzustandes.  

Ergebnis: 

Mikrobiologisch wurden die Pathogene P. aeruginosa, E. coli, Enterokokken, K. pneumoniae 

und C. albicans nachgewiesen. In der PCR wurden die gleichen Erreger und zusätzlich das 

Pathogen E. cloacae detektiert.  

Beurteilung: 

In diesem Fall handelt es sich um eine Patientin mit längerer Krankenhaus- und Pflegeheim-

anamnese nach mehrfachen Antibiotikatherapien. Trotzdem war von einem derartig breiten 

Erregerspektrum primär nicht auszugehen. Bei Verwendung der PCR wären bereits 6 

Stunden nach Aspiration und Probenentnahme die ursächlichen Erreger bekannt gewesen 

und die Umstellung der Antibiose wäre 25 Stunden früher erfolgt.[109, 163]  
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ABB. 44: UMSTELLUNG EINER KALKULIERTEN ANTIBIOSE, FALLBEISPIEL SE 71 

 
 
 

5.5.6 Bestätigung einer kalkulierten Antibiose 

SE 15 – Ventilator-assoziierte Pneumonie 

Klinik: 

Dieser Patient erlitt bei einem Motorradunfall ein Schädel-Hirn-Trauma III° und wurde beid-

seits kraniektomiert. Es wurde eine prophylaktische antibiotische Therapie mit Gentamicin 

und Ceftriaxon durchgeführt. Fünf Tage nach der stationären Aufnahme kam es zum Septi-

schen Schock sowie einer deutlichen Oxygenierungsverschlechterung mit Anstieg der labor-

chemischen Entzündungsparameter. Weiterhin ließ sich bronchoskopisch viel putrides Bron-

chialsekret gewinnen. Unter dem Verdacht auf eine NAP wurde nach der Probenentnahme 

eine kalkulierte Antibiose mit Meropenem und Ciprofloxacin begonnen.[20] 

Ergebnis: 

Mikrobiologisch wurden im Bronchialsekret die Erreger S. aureus, P. aeruginosa und C. albi-

cans gesichert. Damit wurde die kalkulierte Antibiose als richtig bestätigt und im Verlauf fort-

gesetzt. Das weiterhin nachgewiesene Pathogen C. albicans wurde als Besiedlung gewertet 

und nicht antimykotisch behandelt. Im PCR-Verfahren wurden diese Ergebnisse bestätigt.  

Beurteilung:  

Die kalkulierte Antibiose wäre mit Hilfe der PCR 68 Stunden früher als richtig bestätigt 

worden. 
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ABB. 45: BESTÄTIGUNG EINER KALKULIERTEN ANTIBIOSE, FALLBEISPIEL SE 15 

 
 

 
 

SE 45 - Nosokomiale Pneumonie 

Klinik: 

Es handelte sich um einen Patienten, der bereits seit 30 Tagen nach Laparotomie bei nekroti-

sierender Pankreatitis auf der Intensivstation behandelt wurde. Bei Langzeitbeatmung erfol-

gte vor 14 Tagen eine Tracheotomie. Bis vor 2 Tagen wurde wegen einer intraabdominellen 

Infektion mit Enterokokken eine Antibiose mit Piperacillin/Tazobactam durchgeführt. 

Aktuell kam es zum Septischen Schock mit Oxygenierungsverschlechterung und putridem 

Trachealsekret sowie Anstieg der laborchemischen Entzündungsparameter. Unter dem Ver-

dacht auf eine NAP wurde Bronchialsekret gewonnen.  

Im ersten kulturellen Ergebnis, 24 Stunden nach Materialentnahme, wurden „viele gramnega-

tive Stäbchen“ gesichert, so dass kalkuliert eine Antibiose mit Meropenem und Ciprofloxacin 

begonnen wurde. Wegen rezidivierendem mikrobiologischen Nachweis von E. faecium in 

früheren mikrobiologischen Untersuchungen wurde die Antibiose zusätzlich kalkuliert um 

Linezolid erweitert. 

Ergebnis: 

Mikrobiologisch wurden die Pathogene K. pneumoniae und E. coli im Bronchialsekret nach-

gewiesen. Die kalkulierte Antibiose wurde belassen. Darunter besserte sich der klinische Zu-

stand des Patienten zügig. In der PCR wurden die identischen Erregerspezies sowie zusätz-

lich E. faecium detektiert.  
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Beurteilung: 

In diesem Beispiel wurde die Antibiose nach dem mikrobiologischen Vorbefund ausgewählt. 

Mittels PCR wäre die kalkulierte Antibiose 45,5 Stunden früher bestätigt worden. Zusätzlich 

wurde mittels PCR das Pathogen E. faecium in relevanter Menge nachgewiesen. Der fehlende 

E. faecium-Nachweis in der Mikrobiologie ist durch die antibiotische Vorbehandlung mit 

Linezolid begründbar. 

ABB. 46: BESTÄTIGUNG EINER KALKULIERTEN ANTIBIOSE, FALLBEISPIEL SE 45 

 
 

5.5.7 Deeskalation einer kalkulierten Antibiose 

SE 73 - Hüftgelenksabszess 

Klinik: 

Es handelt sich um eine Patientin im Septischen Schock mit Multiorgandysfunktion bei Hüft-

gelenksabszess. Der Abszess wurde operativ ausgeräumt. Aufgrund des schweren Krank-

heitsbildes mit Weichteilbeteiligung wurde primär eine kalkulierte Antibiose mit Cefotiam, 

Clindamycin und Vancomycin begonnen.[163]  

Ergebnis: 

In den entnommenen Blutkulturen sowie Abstrichen aus dem lokalen Befund konnte S. 

aureus (hochsensibel) differenziert werden. Daraufhin wurde die Antibiose mit Vancomycin 

beendet. Die Therapie mit Cefotiam und Clindamycin wurde fortgesetzt.[163] Gleiches Ergebnis 

ergab sich auch in der PCR. 

Beurteilung: 

Mittels PCR-Verfahren wäre bereits 6 Stunden nach Probenentnahme das Pathogen S. aureus 

als ursächlicher Erreger bekannt gewesen. Bei gleichzeitig fehlendem Nachweis von mecA 
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und nur geringen Nachweis von spA wäre die antibiotische Behandlung mit Vancomycin 16 

Stunden eher beendet worden. 

ABB. 47: DEESKALATION EINER KALKULIERTEN ANTIBIOSE, FALLBEISPIEL SE 73 

 
 
 

 

SE 86 - Lungenkontusion 

Klinik: 

Es handelt sich um einen Patienten nach Sturz aus ca. 10m Höhe, der sich Lungen-

kontusionen, eine Milzruptur sowie multiple Extremitätenfrakturen zugezogen hatte. Drei 

Tage nach der stationären Aufnahme entwickelte der Patient einen septischen Schock mit 

Fieber, Tachykardie, Katecholaminbedarf, Tachypnoe, deutlicher Verschlechterung der Lun-

genfunktion (Oxygenierungsindex: 90) und putriden Bronchialsekret mit Beatmungspflichtig-

keit. Bei Verdacht auf Z.n. Aspiration wurde Bronchialsekret für die Diagnostik gewonnen 

und mit einer kalkulierten Antibiose mit Meropenem und Ciprofloxacin begonnen.[163] 

Ergebnis: 

Als ursächlicher Erreger wurde im Bronchialsekret E. coli (+++) nachgewiesen. Die Antibiose 

wurde daraufhin auf Cefotiam deeskaliert. Das Ergebnis wurde in der PCR bestätigt. 

Beurteilung: 

Unter Verwendung des PCR-Verfahrens wäre 147,5 Stunden früher die Antibiose deeskaliert 

worden. In diesem Fall erfolgte die mikrobiologische Diagnostik über ein Wochenende. Hier 

wurde das mikrobiologische Ergebnis den Stationsärzten erst nach dem Wochenende 

bekannt gegeben. 
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ABB. 48: ERWEITERUNG EINER KALKULIERTEN ANTIBIOSE, FALLBEISPIEL SE 86 

 
 

 

 

5.5.8 Erregernachweis in anderen mikrobiologischen Proben 

SE 54 - P. aeruginosa Sepsis 

Klinik: 

Es handelt sich um eine Patientin nach erweiterter Hemikolektomie bei Kolonkarzinom. Die 

Patientin zeigte 7 Tage postoperativ ein Septisches Krankheitsbild mit Fieber, Tachykardie 

und Anstieg der laborchemischen Entzündungsparameter. Weiterhin litt die Patientin unter 

einer starken Diarrhoe und entwickelte darunter einen 1°- Dekubitus. Es wurden Blutproben 

für die Mikrobiologie und PCR entnommen. Außerdem erfolgte ausschließlich für die Mikro-

biologie ein Abstrich vom Dekubitus. Der ZVK wurde entfernt und die Spitze mikrobiologisch 

untersucht. Unter dem Verdacht auf einen nosokomialen Harnwegsinfekt bei positivem Bak-

teriennachweis im Urin wurde eine kalkulierte Antibiose mit Ciprofloxacin begonnen.[163] 

Ergebnis: 

Die Untersuchungen der BK blieben negativ. Dafür konnte mikrobiologisch im Abstrich vom 

Dekubitus in signifikanter Menge das Pathogen P. aeruginosa, an der ZVK-Spitze das Patho-

gen S. epidermidis und im Urin das Pathogen E. coli nachgewiesen werden. Die Antibiose 

wurde fortgesetzt.  

Mittels PCR wurden im Blut die Pathogene P. aeruginosa (2x) und S. epidermidis (1x) 

detektiert. 
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Beurteilung: 

Klinisch bestand der Verdacht auf einen Harnwegsinfekt, der mit Ciprofloxacin therapiert 

wurde. Im Urin wurde das Pathogen E. coli nachgewiesen. Dem Nachweis von P. aeruginosa 

im Abstrich wurde keine Relevanz beigemessen. Der ZVK-Infekt war klinisch mit Entfernung 

des Katheters therapiert.  

Werden die PCR-Ergebnisse in die Betrachtung einbezogen, dann ist von einer 

Blutstrominfektion mit P. aeruginosa über den infizierten Dekubitus auszugehen. Da es sich 

bei P. aeruginosa häufig um einen multiresistenten Problemkeim handelt, ist laut PEG eine 

Kombinationstherapie des Fluorochinolons mit einem Cephalosporin der Gruppe 3b oder 

Acylaminopenicillin oder Carbapenem zu empfehlen.[109] In diesem Fall war das 

Fluorochinolon Ciprofloxacin sensibel gegenüber dem nachgewiesenen Pseudomonas. Der 

klinische Zustand der Patientin besserte sich zeitgerecht. Hier besteht ein klinischer Vorteil 

für das PCR-Verfahren. Der Zeitvorteil betrug 101,5 Stunden. 

 
ABB. 49:  P. AERUGINOSA SEPSIS – FOKUSSUCHE INDIZIERT, FALLBEISPIEL SE 54 
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5.5.9 Ausschließlicher Erregernachweis im PCR-Verfahren 

SE 52/53 - invasive Candidose 

Klinik: 

Es handelt es sich um einen Patienten mit einem subduralen Hämatom unter Falithrom-

therapie. Primär wurde eine Kraniotomie und Hämatomausräumung durchgeführt. Nach 

intrakraniellen Eingriff und bei liegender subduraler Drainage wurde eine prophylaktische 

Antibiose mit Gentamicin und Ceftriaxon fortgeführt. Im Verlauf entwickelte der Patient 

rezidivierend Fieber bis 38,5°C. Die laborchemischen Entzündungsparameter waren nur 

diskret erhöht. Klinisch zeigte sich eine ausgeprägte Candidose im Genitalbereich. Es wurden 

mehrfach Blutproben sowie BS entnommen. 

Ergebnis: 

Alle Blutkulturen sowie das BS blieben mikrobiologisch ohne Erregernachweis. Unter dem 

klinischen Verdacht auf eine nosokomiale Pneumonie wurde letztendlich kalkuliert mit 

Meropenem und Ciprofloxacin therapiert. Aufgrund rezidivierender Temperaturen erfolgte 

später die ZVK-Entfernung. An der ZVK-Spitze wurden mikrobiologisch zwei Stämme KNST 

nachgewiesen.  

Mittels PCR wurden dagegen in den Blutproben die Pathogene C. albicans und S. epidermidis 

detektiert. 

Beurteilung: 

Unter Berücksichtigung der PCR-Ergebnisse ist von einer invasiven Candidose und einem 

ZVK-Infekt auszugehen. Damit ist eine antimykotische Behandlung mit Fluconazol zu 

empfehlen. Weiterhin sollte der ZVK entfernt werden. Dies erfolgte klinisch mit einer 

Verzögerung von 79,5 Stunden. Eine Antibiose ist nicht indiziert.  

  



Ergebnisse  75 

 
ABB. 50: ERWEITERUNG DER KALKULIERTEN ANTIBIOSE INDIZIERT (NICHT ERFOLGT), FALLBEISPIEL SE 52/53 

 
 

SE 6 - kotige Peritonitis 

Klinik: 

Dieser Patient wurde bei Septischen Schock und Akuten Abdomen notfallmäßig laparoto-

miert. Hier stellte sich eine Sigmaperforation mit einer kotigen 4-Quadrantenperitonitis dar. 

Das Sigma wurde reseziert und das Abdomen lavagiert. Für die mikrobiologische Diagnostik 

wurden intraoperativ Abstriche entnommen. Es erfolgte eine kalkulierte antibiotische 

Behandlung mit Piperacillin/Tazobactam.[163] Aufgrund des schweren intraabdominellen 

Befundes wurden 2 Etappenlavagen durchgeführt. Auch hier wurden Abstriche und Blutpro-

ben untersucht. 

Ergebnis: 

Im initialen Abstrich wurden mittels Mikrobiologie die Pathogene E. coli, K. pneumoniae, ver-

grünende Streptokokken, Peptostreptokokken und anaerobe Stäbchen nachgewiesen. Bei der 

nächsten Probenentnahme während der 1. Etappenlavage wurde das Material auch mittels 

PCR analysiert. Zu diesem Zeitpunkt erfolgte bereits eine antibiotische Behandlung. Die 

Mikrobiologie war negativ, in der PCR wurden vereinzelt E. coli detektiert. Damit ist die 

Wirksamkeit der kalkulierten antibiotischen Therapie bewiesen. Weitere Etappenlavagen 

sind nicht indiziert. Im Verlauf wurde aber noch eine weitere Etappenlavage durchgeführt. 

Beurteilung:  

Anhand des PCR-Verfahrens wurde die Wirksamkeit der kalkulierten antibiotischen Therapie 

bestätigt. In Kenntnis des o.g. Befundes ca. 6 Stunden nach der ersten Etappenlavage wäre 

eventuell keine 2. Etappenlavage durchgeführt worden.  
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5.5.10 Ausschluß von Blutstrominfektionen 

SE 64 – akute biliäre Pankreatitis 

Klinik: 

Es handelt sich um eine Patientin mit einer akuten biliären Pankreatitis bei Cholezysto-

lithiasis. Wegen sehr starken abdominellen Schmerzen, einer respiratorischen Insuffizienz 

sowie septischen Krankheitsbild wurde die Patientin auf der Intensivstation behandelt. 

Aufgrund von rezidivierenden Temperaturen bis 39,0°C sowie Leukozytose wurden 

insgesamt 6x Blutproben gewonnen. Es erfolgte eine Antibiose mit Ceftriaxon.  

Ergebnis:  

Alle Blutuntersuchungen waren mit beiden Verfahren negativ. 

Beurteilung:  

Bei Verdacht auf ein SIRS bei Pankreatitis ist eine Beendigung der Antibiose zu empfehlen. 

Dies ist im Verlauf auch klinisch erfolgt. Der Zeitvorteil, für das PCR-Verfahren beträgt hier 

die Bebrütungsdauer der BK, in der Regel also 7 Tage. 

 

ABB. 51: BLUTSTROMINFEKTION AUSGESCHLOSSEN, FALLBEISPIEL SE 64 
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5.5.11 Nachweis von infizierten Kathetern 

SE 43 - Entfernung eines ZVK indiziert 

Diagnose: nekrotisierende Pankreatitis, Z.n. Laparotomie und Nekrektomie 

Symptomatik: Fieber bis 38,5°C, Schüttelfrost, Katecholaminpflichtigkeit 

Labor: Leukozyten: 19,4 Gpt/l, PCT 16,5 ng/ml 

Liegetage ZVK: ZVK: Tag 9, Shaldon: Tag 7 

Antibiose: seit 8 Tagen Antibiose mit Imipenem/Cilastatin 

Diagnostik:  Entnahme von 3 BK 

Ergebnis: Blutproben: 

 Mikrobiologie PCR 

1 negativ S. epidermidis (+) 

2 negativ S. epidermidis  (+++) 

3 negativ S. epidermidis  (++) 

 
Verhalten in Klinik: Entfernung von ZVK und Shaldon 12 Stunden nach Blutentnahme 

Weitere Diagnostik: Entnahme von 2 weiteren BK 2 Stunden nach Katheterentfernung 

 
Ergebnis: Blutproben: 

 Mikrobiologie PCR 

4 negativ negativ 

5 negativ negativ 

 
Beurteilung: 

Mit Hilfe der PCR wird vor Katheterentfernung in allen Blutproben das Pathogen S. epider-

midis eindeutig nachgewiesen. Die BK waren ohne Erregernachweis. Nach Entfernung der 

Katheter kommt es zu einer zügigen Verbesserung des Allgemeinzustandes des Patienten. 

Eine erneute Entnahme von Blutproben bleibt auch in der PCR-Diagnostik ohne Erreger-

nachweis. Damit gilt eine Infektion von ZVK und Shaldon als gesichert.  
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5.5.12 Erkennung von Infektionsherden 

SE 11 – PCR-Nachweis von S. epidermidis (++++) im Blut 

Klinik: 

Es handelt sich um einen Patienten mit Anastomoseninsuffizienz nach anteriorer Rektum-

resektion. Dieser Patient musste wegen einer diffusen Peritonitis und interenterischen 

Abszessen mehrfach relaparotomiert und lavagiert werden. Der Bauchdeckenverschluss er-

folgte wegen abdominellen Kompartment mit einem Vicrylnetz. Antibiotisch wurde mit 

Piperacillin/Tazobactam und später mit Imipenem/Cilastatin therapiert. Etwa 14 Tage nach 

der letzten Etappenlavage und 3 Tage nach Beendigung der Antibiose entwickelte der Patient 

erneut eine Schwere Sepsis. Es wurden Blutproben gewonnen und mikrobiologisch sowie 

mittels PCR analysiert.  

Ergebnis: 

Die BK blieben negativ. Bei ansteigenden Infektparametern sowie klinisch infektiöser Bauch-

wunde erfolgte 1 Tag später die Relaparotomie. Hier stellte sich unter dem Netz ein großes 

infiziertes Hämatom dar, welches entlastet wurde. Mittels PCR-Verfahren wurde das Patho-

gen S. epidermidis (++++) im Blut detektiert. 

Beurteilung: 

Die mikrobiologische Diagnostik erbrachte bei Probenentnahme unter Antibiose keinen Erre-

gernachweis. Mittels PCR stand dagegen bereits 6 Stunden nach Probenentnahme fest, dass 

ein relevanter Fokus vorliegt. Aufgrund der klinischen Symptomatik erfolgte im Verlauf die 

Laparotomie. Bei Verwendung der PCR in der Routinediagnostik hätte die Laparotomie 

eventuell eher stattgefunden. 
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5.5.13 Nachweis von Resistenzgenen und Problemkeimen 

SE 12 - Nachweis von S. aureus, mecA und spA, Vd.a. MRSA 

Klinik: 

Aufgrund von multiplen Vorerkrankungen und Immunsuppression befand sich dieser Patient 

schon öfter im Krankenhaus und wurde auch bereits mehrfach antibiotisch behandelt. Die 

erneute stationäre Aufnahme erfolgte wegen einem deutlich verschlechterten Allgemein-

zustand. Im Septischen Schock wurde eine Fokussuche durchgeführt, in der ein großer 

retroperitonealer Abszess diagnostiziert wurde. Es folgte die operative Ausräumung. Intra-

operativ wurden Proben aus dem Abszess gewonnen, die mikrobiologisch und mittels PCR 

analysiert wurden. Die Antibiose wurde mit Ciprofloxacin, Meropenem und Fluconazol 

durchgeführt. 

Ergebnis: 

In beiden Verfahren wurden die Pathogene E. coli, S. aureus, P. aeruginosa und Enterokokken 

nachgewiesen. Mittels PCR wurden zusätzlich die Resistenzgene mecA und spA detektiert. Bei 

gleichzeitig vorhanden Pathogen S. aureus handelt es sich hier wahrscheinlich um einen 

MRSA. Mikrobiologisch wird das Ergebnis nicht bestätigt.  

Beurteilung: 

Da sich eine genetische Resistenz phänotypisch nicht darstellen muss, ist der Resistenz-

gennachweis realistisch. Damit wäre dringlich eine Isolation des Patienten indiziert, die aber 

klinisch nicht erfolgte. 

ABB. 52: NACHWEIS VON S. AUREUS, MECA UND SPA, FALLBEISPIEL SE 12 

 



Ergebnisse  80 

 

SE 75 - Nachweis von S. epidermidis, mecA sowie ganz vereinzelt vanB im Liquor 

Klinik: 

Es handelt sich um einen Patienten mit einer intrazerebralen Massenblutung. Bei diesem 

Patienten erfolgte primär eine Kraniektomie mit Einlage einer Ventrikeldrainage. Es wurde 

eine Antibiose mit Gentamicin und Ceftriaxon durchgeführt. Aufgrund von Fieberkontinua 

um 39,0°C bestand bei einer Liegedauer der Ventrikeldrainage von 14 Tagen der Verdacht 

auf eine Liquorinfektion. Deswegen wurden diagnostische Liquoruntersuchungen durchge-

führt. Es wurde eine Antibiose mit Ampicillin/ Sulbactam initiiert.  

Ergebnis: 

Mit beiden Verfahren wurde im Liquor das Pathogen S. epidermidis (++++) nachgewiesen. 

Zusätzlich wurden mittels PCR die Resistenzgene mecA (++++) und van B (+) detektiert. Die 

in vitro Resistenzprüfung ergab eine Multiresistenz mit erhaltener Sensibilität gegenüber 

Vancomycin, Teicoplanin und Doxycyclin.  

Beurteilung: 

Erst nach Erstellung des in vitro Resistogramms wurde die Antibiose von Ampicillin/ 

Sulbactam auf Vancomycin und später Linezolid umgestellt. Es kam zu einer Zeitverzögerung 

von 50,5 Stunden. Eine Isolation des Patienten ist nicht erfolgt. Hier ergibt sich ein 

eindeutiger Vorteil für das PCR-Verfahren, da 6 Stunden nach Probenentnahme nicht nur das 

Pathogen sondern auch die Resistenzgene bekannt waren. Das Resistenzgen vanB wurde nur 

in sehr geringer Menge nachgewiesen und hat hier in der in-vitro Resistenztestung noch 

keine Relevanz. 

SE 8 - Nachweis von S. epidermidis (+++), E. faecium (+++) und mecA (+++) 

Klinik: 

Der Patient wurde wegen einer kotigen Peritonitis nach Kolonperforation mehrfach laparo-

tomiert und lavagiert. Der Bauchverschluss erfolgte über ein Netz. Im Verlauf kam es zu einer 

schweren Netzinfektion mit Septischen Schock. Es wurden Abstriche vom Netz gewonnen 

und mittels Mikrobiologie sowie PCR-Verfahren analysiert. Die Antibiose erfolgte mit 

Imipenem/Cilastatin. 

Ergebnis: 

In beiden Methoden wurde S. epidermidis (+++) und E. faecium (+++) detektiert. Weiterhin 

wurde mecA (+++) nachgewiesen. Das in vitro-Resistogramm zeigte eine Multiresistenz mit 

Ausnahme von Vancomycin, Teicoplanin und Doxycyclin. Aufgrund dieses Befundes erfolgte 

eine Erweiterung der Antibiose um Vancomycin. 

Beurteilung: 

Durch den frühzeitigen Nachweis des mecA-Resistenzgens wäre früher eine Umstellung der 

Antibiose erfolgt. Der Zeitvorteil für die PCR beträgt 17,5 Stunden. 
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5.5.14 Pathogenmenge unter laufender Antibiose 

SE 2 - Dokumentation des Rückganges der Pathogenlast unter Antibiose 

Klinik: 

Es handelt sich um eine Patientin im Septischen Schock bei S. aureus-Sepsis. Bei dem Fokus 

handelte es sich um Parotisabszesse bds. mit Ausdehnung bis in den Hypopharynx und 

paravertebral. Es erfolgte eine operative Ausräumung der Abszesse sowie eine Antibiose mit 

Piperacillin/Tazobactam und Clindamycin.  

In diesem Fallbeispiel wurden Blutproben zur Verlaufsbeurteilung der Pathogenlast mittels 

PCR-Verfahren entnommen (vor Antibiose, 26 und 53 Stunden nach Beginn der Behandlung). 

Mikrobiologische Untersuchungen wurden nicht durchgeführt, da sich klinisch ein 

Ansprechen auf die Antibiose zeigte. 

Ergebnis: 

In der Analyse zeigt sich eine deutliche Reduktion der Pathogenlast unter Antibiose. Die 

Daten zeigt die folgende Abbildung.  

Beurteilung: 

Mit Hilfe dieser Daten wird das Ansprechen der Antibiose bewiesen. 

ABB. 53: ABFALL DER PATHOGENLAST IM BLUT UNTER ANTIBIOSE 

 

 

Im Falle eine S. aureus-Sepsis wurden 3 Blutproben entnommen: vor Beginn der Antibiose sowie 26 Stunden und 53 

Stunden nach Beginn der Antibiose. Die PCR-Untersuchungen dieser drei Zeitpunkte zeigen den Abfall der Pathogenlast 

im Blut und damit das Ansprechen der Therapie. 
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6 DISKUSSION 

6.1 METHODOLOGISCHE ASPEKTE 

Das Blutkulturverfahren ist aktuell der Goldstandard in der klinischen Diagnostik von 

Blutstrominfektionen.[149] Allerdings werden in der Literatur nur geringe Positivraten von 2% 

bis max. 25% aller untersuchten Blutproben angegeben.[92, 159] Dies wurde auch in der 

vorliegenden Studie bestätigt. Hier waren nur 10,6% aller untersuchten Blutkulturen positiv.  

Die geringe Positivrate des Blutkulturverfahrens hat mehrere Ursachen. Vorbestehende oder 

laufende antibiotische Therapien zum Zeitpunkt der Probenentnahme sowie die Anwesenheit 

von Antikörpern, Komplement und Phagozyten im Blut des Patienten können die Kultivier-

ung von Mikroorganismen verhindern. Weiterhin kommen zu lange Zwischenlagerungs-

zeiten außerhalb von Blutkulturautomaten oder zu kalte Kulturflaschen als Störfaktoren in 

Frage.[123, 149] Produzieren die Mikroorganismen nicht genug CO2, z.B. im Falle von Spross-

pilzen, oder bestand bereits ein starkes Wachstum mit einer hohen CO2-Produktion, bevor die 

Blutkulturflaschen in den Automaten gestellt wurden, dann werden diese Proben nicht als 

positiv erkannt. Im Falle von langsam wachsenden und empfindlichen Erregern kann auch 

eine Bebrütungsdauer von 5 bis 7 Tagen bei 37°C und 5% CO2 unzureichend sein.[149]  

Mittels PCR konnten dagegen in dieser Studie in 42,2% aller Blutproben Erreger nachge-

wiesen werden. Damit wurden im Vergleich zur Mikrobiologie 90 Erreger zusätzlich detek-

tiert. Ursächlich dafür ist, dass bei dieser Methode der Erregernachweis über die Bindung von 

spezifischen Primern an die Pathogen-DNA erfolgt. Damit können auch mikrobiologisch nicht 

anzüchtbare, geschädigte bzw. tote oder bereits phagozytierte Pathogene erkannt werden, 

solange der primerspezifische DNA-Abschnitt in der Probe vorliegt. Die klinische Relevanz 

dieser Pathogenbestandteile ist dabei allerdings nicht bekannt.  

Für den Nachweis der verschiedenen Erregerspezies mittels PCR ist der Einsatz spezifischer 

Primer notwendig. Da es sich bei dieser Analyse um eine erste prospektive Anwendungs-

studie handelte, wurden die Proben ausschließlich auf die 9 häufigsten und typischsten 

Sepsiserreger untersucht. Dementsprechend wurden von den mikrobiologisch angezüchteten 

Erregern zwei im PCR-Verfahren nicht erkannt, da für diese Erreger keine Primer verwendet 

wurden. Im Falle von weiteren 11 Erregern versagte der Erregernachweis mittels PCR, 

obwohl entsprechende Primer eingesetzt wurden. Ursächlich für den fehlenden Nachweis 

könnte sein, dass diese spezifischen Primer eventuell nicht für alle Stämme der entsprechen-

den Erregerspezies passend sind bzw. dass unspezifische Kreuzreaktionen mit anderen DNA-

Abschnitten (z.B. bei Verwendung ungeeigneter Schmelztemperaturen) oder nur instabile 

Anlagerungen der Primer an die DNA aufgetreten sind.[45] Weiterhin können geografische und 

gesellschaftsbedingte Einflüsse sowie mögliche Pathogenmutationen Primerinsuffizienzen 

hervorrufen.[101] Beispielsweise wurde in allen drei Blutproben der Sepsisepisode 38 mittels 

Blutkulturverfahren das Pathogen K. pneumoniae angezüchtet. Die PCR-Untersuchungen 
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waren aber alle ohne Erregernachweis, obwohl der Erreger K. pneumoniae in anderen 

Proben mittels PCR immer problemlos erkannt wurde. In dem beschriebenen Fall könnte also 

eventuell eine Mutation vorliegen. Weitere Fehlanalysen im PCR-Verfahren können durch 

amplifikationshemmende Substanzen im Untersuchungsmaterial auftreten.[45] Ein hoher 

Anteil an Eukaryoten-DNA, verschiedenen Salzen und Blutinhaltsstoffen wie z.B. Hämoglobin, 

Laktoferrin und Immunglobulin G können die Sensitivität der PCR beeinflussen.[133] 

Für einen sicheren Erregernachweis ist im Fall beider Methoden eine ausreichend große 

Erreger- bzw. DNA-Menge im Blut unerlässlich. Handelt es sich um eine systemische 

Infektion, kann von einer kontinuierlichen Bakteriämie ausgegangen werden, wobei 

allerdings bei Erwachsenen meistens nur sehr kleine Erregerzahlen von < 1-10 Kolonie-

bildenden Einheiten (KBE)/ml Blut vorliegen.[67, 126] Bei lokalisierten Infektionen kommt es 

häufig auch nur intermittierend oder pulsatil zu einer Erregerausschwemmung ins Blut. Der 

Diagnostikerfolg ist damit direkt vom Zeitpunkt der Probenentnahme, der Erregermenge pro 

ml Blut und der untersuchten Blutmenge abhängig. Deswegen sollten entsprechend den 

allgemeinen Empfehlungen für die Blutkulturdiagnostik pro Sepsisepisode mindestens 2-3 

Blutkulturpärchen untersucht werden.[149]  

Für eine Blutanalyse mittels PCR-Verfahren wurden in diesem Studiendesign nur 200µl aus 

2ml Blut verwendet. Aus diesen 200µl Blut wurde die gesamte DNA extrahiert. Bei einer 

Leukozytenzahl von 3,0 bis 7,0 x 109 Leukozyten/ml Blut lag nach der Isolation eine DNA-

Gesamtmenge von 4-8µg vor. Dabei handelte es sich um ein Gemisch aus isolierter humaner 

DNA sowie Erreger- und Resistenzgen-DNA. Pro Primer wurde letztendlich 1µg DNA 

eingesetzt, also nur ¼ - ⅛ der DNA-Gesamtmenge. Durch die Anwesenheit der humanen DNA 

wird somit die Wahrscheinlichkeit eines erfolgreichen Erregernachweises reduziert. Hier ist 

eine Optimierung der Methodik, z.B. durch eine Anreicherung der relevanten Erreger- und 

Resistenzgen-DNA vor der Inkubation mit den Primern, zu empfehlen.  

Im Falle der Blutkultur sind aber nicht nur die fehlenden Sicherheiten im Erregernachweis, 

sondern auch die langen Kultivierungszeiten von bis zu mehreren Tagen problematisch. 

Dementsprechend wird in der klinischen Praxis, wenn technisch realisierbar, ein Erreger-

nachweis direkt aus dem vermuteten Sepsisfokus angestrebt.[19] Die Blutkultur rückt in 

diesen Fällen immer weiter in den Hintergrund und eine sichere und schnelle Diagnostik von 

Nicht-Blut Materialien wird immer wichtiger.[123] Diese klinische Anforderung wurde in dem 

vorliegenden Studiendesign berücksichtigt. In den mittels Mikrobiologie und PCR-Verfahren 

vergleichend analysierten 78 Nicht-Blut Proben wurden 48% der Erreger übereinstimmend 

mit beiden Verfahren erkannt, wobei in 91% der Fälle auch die nachgewiesene Erregermenge 

in beiden Verfahren identisch war.  

Mittels PCR wurden aber im Vergleich zur Mikrobiologie 44 Erreger zusätzlich nachgewiesen. 

Die Ursachen für den mangelnden mikrobiologischen Erregernachweis in Nicht-Blut Materia-

lien liegen häufig wie bei der Blutkultur in äußeren Einflussfaktoren, wie z.B. antibiotischen 
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Vorbehandlungen, sowie in der Natur der Mikroorganismen begründet. Verschiedene Erreger 

sind hochempfindlich und wachsen in-vitro nur sehr langsam bzw. benötigen speziell ange-

passte Kulturbedingungen und Nährböden. Sind die verwendeten Isolationsmedien nicht 

selektiv genug, dann werden auch Kontaminanten isoliert, die ggfs. die empfindlicheren aber 

relevanten Erreger überwuchern. Manche Erreger sind auch gar nicht anzüchtbar oder 

können durch Veränderungen von Umgebungsbedingungen in ein Stadium übergehen, in 

welchem sie zwar noch stoffwechselaktiv, aber nicht mehr kultivierbar sind. Weiterhin beein-

flusst eine geringe oder zu hohe Erregerdichte die in-vitro Anzucht, da die Mikroorganismen 

durch die Ausschüttung von Mediatoren oder „Diebstahl“ von Nährstoffen ihr Wachstum 

unterschiedlich stark gegenseitig beeinträchtigen können.  

Aber auch im Falle der Nicht-Blut Materialien wurden mittels PCR 19 Erreger nicht erkannt, 

obwohl sie in der Mikrobiologie angezüchtet und auch entsprechende Primer für das PCR-

Verfahren verwendet wurden. Neben den bereits oben erläuterten Ursachen, spielten dabei 

die Konsistenz des Probenmaterials sowie die Erregermenge in der Untersuchungsprobe eine 

wichtige Rolle. Flüssige Materialien konnten problemlos verarbeitet, zähflüssige Proben 

mussten zuerst verdünnt werden. Bei Abstrichen wurden die Erreger aus den Abstrich-

tupfern mit einer isotonen Lösung ausgewaschen und danach wurden die Waschlösungen 

analysiert. Dabei ist fraglich, ob die Ablösung der Erreger aus den Wattetupfern immer voll-

ständig war. Lag eine zu hohe Erreger- und DNA-Menge in der Untersuchungsprobe vor, dann 

bestand die Gefahr der unspezifischen Primerbindung an der DNA sowie der Bildung von 

Kreuzreaktionen zwischen Primern und DNA. In diesen Fällen waren in der Detektion keine 

eindeutigen Peaks differenzierbar und die Ausgangsprobe musste verdünnt und erneut 

bearbeitet werden. Bei einer zu geringen Erregermenge wäre ggfs. eine Anreicherung vor der 

Amplifikation sinnvoll. Unter Berücksichtigung dieser Erkenntnisse sollte eine mikros-

kopische Beurteilung der Probe vor dem PCR-Ansatz angestrebt werden. Bei Verwendung 

der Gramfärbung könnten dann sogar neben der ungefähren Erregermenge erste Aussagen 

zu Morphologie und Färbeverhalten der Erregerpopulation getroffen werden. Wie groß die 

Erreger- und damit die DNA-Mengen im Analyseansatz sein sollten, ist von dem verwendeten 

Assay abhängig.  

In Nicht-Blut Materialien ist häufig ein sehr vielfältiges Erregerspektrum nachweisbar. In 

dieser Studie wurden mikrobiologisch 35 Erreger angezüchtet, für die keine Primer im PCR-

Verfahren verwendet wurden. Eine deutliche Ausweitung der PCR-Primerpalette ist des-

wegen anzustreben.  

Weiterhin werden in Nicht-Blut Materialien aufgrund der Sensitivität der PCR häufig mehrere 

Erreger nebeneinander in einer Probe nachgewiesen. Dabei ist es manchmal sehr schwierig 

die klinisch bedeutsamsten Pathogene herauszufiltern. Letztendlich muss anhand der 

klinischen Symptomatik sowie der detektierten DNA-Menge über die Behandlungswürdigkeit 

entschieden werden. Dagegen sind im Falle einer erfolgreichen mikrobiologischen Anzucht 
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die nachgewiesenen Erreger im Regelfall klinisch bedeutsam. Ausnahmen sind typische 

Kontaminanten, die aber vom erfahrenen Kliniker erkannt werden.  

Durch eine erfolgreiche mikrobiologische Anzucht der Sepsiserreger wird deren in-vitro 

Resistenztestung ermöglicht. Anhand der in-vitro Resistenzdaten können dann Rückschlüsse 

auf die in-vivo Bedingungen gezogen werden, was eine Anpassung der klinisch verwendeten 

Antibiotika zulässt. Das betrifft natürliche wie auch genetisch assoziierte Resistenzen. 

Problematisch ist allerdings, dass nicht alle Resistenzen in-vitro nachweisbar sind. Vor allem 

bei genetischen Resistenzen können die Mechanismen zum Testzeitpunkt noch nicht 

ausgeprägt und damit nicht erkennbar sein. Verschiedene Resistenzen sind auch in-vitro 

nicht detektierbar. Beispielhaft sei dafür die spA-Resistenz genannt, die eine vermehrte 

Bildung des Protein A mit starker Bindung von Immunglobulinen bewirkt. Darüber wird eine 

Opsonierung des Erregers mit Antikörpern verhindert. Im PCR-Verfahren wird die Probe 

gleichzeitig zur Erregerdiagnostik auf typische genetisch kodierte Antibiotikaresistenzen 

analysiert. Damit sind nach einer Zeitdauer von 6 Stunden auch die Resistenzdaten der 

Pathogene verfügbar. Weiterhin werden mittels PCR auch Resistenzen erkannt, die klinisch 

noch nicht ausgeprägt sind. Allerdings liegen zu den Resistenzgenen bisher nur wenige 

Erfahrungen und kaum suffiziente Primer vor, obwohl deren klinische Bedeutung ständig 

zunehmend ist. Weiterhin können sich die Resistenzgene durch Mutationen verändern und 

die Primer damit insuffizient werden.  

Eine Grundvoraussetzung für eine erfolgreiche mikrobiologische Diagnostik ist ein schneller 

und schonender Transport der entnommenen Proben sowie eine sofortige Aufarbeitung. Das 

betrifft vor allem Materialien wie Atemwegssekrete, Urin und Liquor. In der Praxis ist aber 

bei Probenentnahmen außerhalb von gängigen Dienstzeiten eine sofortige Materialverarbei-

tung häufig nicht möglich. Dafür müsste im mikrobiologischen Speziallabor ein Schichtsystem 

eingeführt werden. Dies ist personell und finanziell im Regelfall nicht realisierbar, da für die 

korrekte Durchführung der überwiegend manuellen Techniken sowie die Interpretation der 

Befunde eine spezielle Ausbildung und umfassende praktische Erfahrungen notwendig sind. 

Dementsprechend gibt es in der klinischen Praxis immer wieder Proben mit falsch negativen 

oder nur eingeschränkt verwendbaren Ergebnissen. Prognostisch nachteilig für die sep-

tischen Patienten sind weiterhin die relativ langen Kultivierungszeiten der Mikrobiologie von 

mehreren Stunden bis zu Tagen. Das betrifft negative Ergebnisse gleichermaßen wie positive.  

Bei der PCR handelt es sich aber um eine sehr kontaminationsanfällige Methode. In diesem 

Studiendesign wurde ein halbautomatisierter Analyseablauf angewandt, so dass während der 

Präparation und Aufarbeitung der Untersuchungsproben sowie in den Pipettierphasen 

zwischen den einzelnen PCR-Schritten typische „Kontaminationszeitpunkte“ liegen. Dadurch 

können häufiger falsch positive Ergebnissen entstehen.[137] Durch die Entwicklung eines 

vollautomatischen Gerätes können diese Probleme umgangen werden. Das Gerät könnte vom 

Routinelaborpersonal bedient werden. Damit wäre eine Anwendung in der 24h Labor-

diagnostik möglich. Die Auswertung der Ergebnisse sollte mittels einer speziellen Software 
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automatisch erfolgen. Ein endgültiges Ergebnis würde dann bereits nach ca. 6 Stunden vor-

liegen.  

In den letzten Jahren war es bereits das Ziel mehrerer diagnostischer Studien, das Blutkultur-

verfahren durch sicherere und schnellere Nukleinsäure-Amplifikations-Techniken zu 

ersetzen. Dabei wurden neben pathogenspezifischen Einzelanalysen[45] häufig Verfahren 

verwendet, in denen gleichzeitig mehrere Bakterien oder Pilze im Sinne einer Multiplex-PCR 

nachgewiesen werden konnten.  

Das bekannteste Multiplex-PCR-Diagnostiksystem ist der kommerziell verfügbare 

LightCycler® SeptiFAST Test der Fa. Roche. Mit diesem System ist es möglich, innerhalb von 

ca. 6 Stunden im Vollblut von septischen Patienten gleichzeitig die DNA von 25 Pathogenen 

(Bakterien und Pilze) zu detektieren. In den mit diesem Verfahren durchgeführten Studien 

erfolgten ebenfalls Vergleiche zwischen dem PCR-Verfahren und der konventionellen Blut-

kulturdiagnostik.[10, 38, 93, 101, 102, 105, 158, 164] Alle diese Studien zeigten, dass ein Nachweis von 

Bakterien und Pilzen im Blut von septischen Patienten möglich war. Betrachtet man die 

Gruppe mit übereinstimmendem Erregernachweis in Blutkultur und PCR-Verfahren, dann 

sieht man aber große Differenzen zwischen den verschiedenen Studien (MW: 42,7%; Min: 

19,6% bis Max: 56,6%). In allen Studien wurden aber mittels PCR zusätzliche klinisch 

relevante Erreger nachgewiesen während die Blutkultur negativ war (MW: 33,0%; Min: 

26,7% bis Max: 42,9%). Aber auch mittels Mikrobiologie wurden in allen Studien zusätzliche 

Erreger erkannt, obwohl ein Primer für das entsprechende Pathogen im PCR-Verfahren 

verwendet wurde (MW: 24,4%; Min: 2,8% bis Max: 48,2%). Weiterhin wurden in allen 

Studien mittels Mikrobiologie zusätzliche Pathogene nachgewiesen, die aufgrund fehlender 

Primer in der PCR nicht detektierbar waren.  

Die Ursachen für diese differierenden Ergebnisse zwischen den einzelnen Studien sind 

letztendlich nicht eruierbar. Am ehesten scheinen das teilweise sehr unterschiedliche 

Studiendesign und damit die untersuchte Patientenpopulation dafür verantwortlich zu sein. 

Die Autoren sahen weiterhin die Ursachen in den deutlich unterschiedlichen Blutmengen pro 

Verfahren, in antibiotischen Vorbehandlungen und amplifikationshemmenden Faktoren 

sowie intrinsischen Problemen des PCR-Verfahrens.  

In einer weiteren prospektiven multizentrischen Studie wurde der SepsiTest® Kit der Fa. 

Molzym angewandt. Dabei handelt es sich um ein quantitatives Messverfahren für die direkte 

Identifikation von Bakterien und Pilzen in Blut, Liquor, Bronchialsekret und anderen Körper-

flüssigkeiten und Geweben. Die Identifikation der Amplifikate und damit des nachgewiesenen 

Pathogens erfolgte in diesem Verfahren mittels Sondenhybridisierung, anschließender 

Sequenzierung und Vergleich mit einer Online-Datenbank. Das Verfahren zeigte eine hohe 

Sensitivität (82,4%) und Spezifität (86%). Und auch in dieser Untersuchung wurden unter 

Verwendung der PCR mehr Erreger detektiert als mittels Blutkultur (12%).[169] 
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Problematisch war in allen Studien die Bestätigung der Richtigkeit des PCR-Ergebnisses bei 

differenten oder negativen Blutkulturergebnissen. Die Blutkultur gilt zwar als Goldstandard 

in der Diagnostik von Blutsstrominfektionen, kann aber im Falle einer laufenden Antibiose 

die Sepsiserreger meistens nicht erkennen. Mittels PCR werden aber auch tote Pathogene 

erkannt. Um also die Richtigkeit des Erregernachweises in der PCR besser kalkulieren zu 

können, wurden die Ergebnisse der PCR mit den mikrobiologischen Ergebnissen in anderen 

Untersuchungsmaterialien und dem klinischen sowie laborchemischen Status des Patienten 

korreliert. Dies erfolgte gleichermaßen in allen erwähnten Studien. 

Zur Diagnostik von Nicht-Blut Materialien liegen bisher kaum Anwendungsbeobachtungen 

vor. Es existieren aber vereinzelte Untersuchungen, in denen Nicht-Blut Materialien mittels 

PCR analysiert wurden.[14, 46, 143] Weiterhin werden in der Literatur Fälle beschrieben, bei 

denen nur unter Verwendung molekularbiologischer Methoden verschiedene Erreger 

identifiziert werden konnten.[18, 55, 58, 61, 86] Und auch zum Nachweis von MRSA wird durch die 

Detektion des mecA-Gens existieren Anwendungsbeobachtungen.[54, 140, 154, 170] 

 

6.2 KLINISCHE ASPEKTE 

Eine schnelle und erfolgreiche Identifikation des ursächlichen Sepsiserregers ist für die 

Patienten von prognostischer Bedeutung. Die Ziele sind der frühzeitige Beginn einer suffi-

zienten antibiotischen Therapie, bei septisch induzierter Hypotension möglichst in der ersten 

Stunde, sowie die Detektion des Sepsisfokus und damit ggfs. die Durchführung einer 

chirurgischen Intervention.[37, 89]  

Nur in max. 25% der Blutkulturen ist der Erregernachweis erfolgreich.[92, 159] Die Anzuchtzeit 

beträgt dabei mindestens 24 Stunden bis mehrere Tage.[149, 158] Mittels Schnellausstrichen 

können zwar direkt nach Positivmeldung der Blutkultur erste mikroskopische Informationen 

bezüglich Struktur und Färbeverhalten der angezüchteten Erreger getroffen werden, aller-

dings ist eine genaue Identifikation erst nach Subkultivierung auf Agarplatten möglich. Dafür 

werden meistens weitere 24 Stunden benötigt. Durch die Verwendung des PCR-Verfahrens 

wurden in diesem Studiendesign in 42,2% der Blutproben Erreger nachgewiesen. Die Zeit 

von der Probenentnahme bis zur Identifikation des Erregers wurde auf ca. 6 Stunden 

verkürzt. Mit Hinblick auf die Schnelligkeit des Verfahrens sowie dem häufigeren Nachweis 

von Sepsiserregern, wird im Folgenden die klinische Relevanz des PCR-Verfahrens für die 

Behandlung der Patienten in den einzelnen Sepsisepisoden (SE) beurteilt. 

Von den insgesamt 87 SE, die im Rahmen der Studie analysiert wurden, waren die Ergebnisse 

in 50 SE (57%) in beiden Verfahren identisch. Davon ergab sich in 35 SE ein direkter Einfluss 

auf die antibiotische Therapie der Patienten. Da in diesem Studiendesign für die Therapieent-

scheidungen ausschließlich die mikrobiologischen Ergebnisse verwendet wurden, konnte für 

diese 35 SE der direkte Zeitvorteil des PCR-Verfahrens ermittelt werden. Die Berechnung 
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erfolgte wie in Kap. 4.6.2, S. 35 beschrieben. Im Vergleich zur Mikrobiologie ergab sich damit 

für die 35 SE ein mittlerer Zeitvorteil von 60 Stunden (95%-Konfidenzintervall: 48 – 73 

Stunden) für die PCR.  

In weiteren 6 SE wurden unter Verwendung der Mikrobiologie in zusätzlichen Probenentnah-

men, die außerhalb der Studienbedingungen entnommen wurden, die Erreger angezüchtet, 

die bereits mittels PCR in den Studienproben nachgewiesen wurden. Mikrobiologisch waren 

die Studienproben negativ. Die Ergebnisse hatten einen direkten Einfluss auf die weitere anti-

biotische Therapie der Patienten. Hier wäre für das PCR-Verfahren ein medianer Zeitvorteil 

von 84,5 Stunden (Min: 6, Max: 255 Stunden) entstanden.  

Ob in der klinischen Praxis diese frühzeitigeren Therapieänderungen auch das Outcome der 

Patienten dieser Studie positiv beeinflusst hätten wurde nicht untersucht. Laut Studienlage 

ist allerdings eine Prognoseverbesserung anzunehmen. Weiterhin wurden in der Studie keine 

Kostenanalysen bezogen auf Medikamentenverbrauch oder Behandlung von Nebenwirkun-

gen sowie Personal- und Hotelkosten durchgeführt. 

In 27 SE (31%) konnten nur mittels PCR therapierelevante Erreger detektiert werden. Dieses 

Ergebnis bestätigt die Angaben in der Literatur, nach denen in bis zu 35% der Sepsisfälle 

trotz Anwesenheit eines offensichtlichen Fokus und einer klinisch wahrscheinlichen Sepsis 

mikrobiologisch keine relevanten Erreger nachgewiesen werden können.[132] Da die Mikro-

biologie das Standarddiagnostikverfahren darstellt, werden diese Patienten aktuell so lange 

mit einer empirischen Breitspektrumantibiotikatherapie behandelt, bis sich die klinische 

Symptomatik bessert und die laborchemischen Entzündungszeichen unter einen „cut off“ 

fallen. Diese Strategie ist ggfs. teurer und nebenwirkungsreicher und fördert die Entwick-

lung von Antibiotikaresistenzen. Zusätzlich besteht die Gefahr der teilweisen oder vollständig 

inadäquaten antibiotischen Behandlung. 

Auch bezüglich einer Fokussuche bei unklarem Fieber gaben die PCR-Ergebnisse signifikante 

Hinweise. Zum Beispiel wurden aufgrund der klinischen Symptomatik in 30 SE Unter-

suchungsproben entnommen und gleichzeitig die liegenden zentralen Venenkatheter ent-

fernt. Vor Entfernung lagen keine beweisenden mikrobiologischen Ergebnisse vor. In den 

mikrobiologischen Untersuchungen der ZVK-Spitzen wurden in 15 SE relevante Erreger 

nachgewiesen. Unter Berücksichtigung der PCR-Ergebnisse hätten sogar in 33 SE die 

zentralen Venenkatheter entfernt werden müssen. In weiteren 27 SE ergaben die PCR-

Ergebnisse eindeutige Hinweise auf einen relevanten Fokus. Die Mikrobiologie war negativ. 

Aufgrund der klinischen Symptomatik wurden auch in allen Fällen Fokussuchen durch-

geführt, wobei in 21 SE entsprechende relevante Infektionsherde gefunden wurden. Die PCR-

Ergebnisse hätten die Fokussuche wahrscheinlich erleichtert. 

In 13 SE wurden dagegen in der Mikrobiologie therapierelevante Erreger angezüchtet, die 

aufgrund fehlender Primer mittels PCR nicht nachgewiesen werden konnten. In weiteren 6 
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SE wurden klinisch relevante Erreger mittels PCR nicht erkannt, obwohl die entsprechenden 

Primer eingesetzt wurden. Hier ist das PCR-Verfahren in diesem Studiendesign im Nachteil. 

Auch in den bereits oben erwähnten Anwendungsbeobachtungen und Studien kommen die 

Autoren übereinstimmend zu dem Ergebnis, dass das PCR-Verfahren eine sinnvolle Ergän-

zung zur konventionellen Blutkultur in der Diagnostik von Blutstrominfektionen darstellt, da 

die Erreger teilweise überlappend sowie auch zusätzlich zum Blutkulturverfahren nachge-

wiesen werden können. Zusätzliche Informationen konnten vor allem bei Patienten mit an-

haltenden Fieber unter einer antibiotischen Behandlung gewonnen werden. Weiterhin sahen 

die Autoren einen wichtigen Vorteil der PCR-Diagnostik in der Schnelligkeit des Verfahrens 

und damit in der Möglichkeit der frühzeitigeren Anpassung einer inadäquaten antibiotischen 

Initialtherapie. Und auch die Kostenersparnis durch Reduktion der inadäquaten Behandlung 

wurde überblicksmäßig analysiert. [10, 38, 93, 101, 102, 105, 158, 164] 

Insgesamt bleibt aber aktuell für die klinische Anwendung das Blutkulturverfahren unver-

zichtbar, weil dadurch viele Erreger erkannt werden, die mittels PCR aufgrund der einge-

schränkten Primerpalette nicht detektiert werden können. Hier ist erst eine Weiterent-

wicklung des PCR-Verfahrens notwendig. Weiterhin besteht im Falle einer positiven Erreger-

anzucht durch die Möglichkeit der in-vitro Resistenztestung ein großer Vorteil für die 

Blutkultur.  

Zusammenfassend würden die klinisch tätigen Ärzte sowie auch die Patienten von einer Ver-

wendung des PCR-Verfahrens für die Sepsisdiagnostik profitieren. Dies ist vor allem durch 

die Schnelligkeit der Methodik sowie den Nachweis von deutlich mehr klinisch relevanten 

Erregern begründbar. Dadurch werden eine frühzeitige erregerangepasste Antibiose sowie 

eine Reduktion der Nebenwirkungen der Antibiotika und der Behandlungskosten auf das 

notwendige Maß ermöglicht. Weiterhin wird einer Resistenzentwicklung von Pathogenen 

vorgebeugt. Perspektivisch ist eine Integration der PCR als zusätzliches Diagnostikverfahren 

bei Sepsispatienten anzustreben. Allerdings ist zum aktuellen Zeitpunkt nur eine Kombina-

tion von Mikrobiologie und PCR zu empfehlen, da im PCR-Verfahren noch nicht alle therapie-

relevanten Erreger und Resistenzgene sicher erkannt werden können. Dafür sind weitere 

Forschungstätigkeiten zur Identifikation von Pathogen-DNA sowie Entwicklung von Primern 

und Austestungen in klinischen Studien notwendig. 
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6.3 PERSPEKTIVE 

Die klinischen Anwendungsbeobachtungen haben gezeigt, dass durch eine Ergänzung der 

mikrobiologischen Diagnostik um ein PCR-Verfahren nicht nur mehr klinisch relevante 

Erreger nachgewiesen werden, sondern sich auch die Zeitdauer bis zur Erregeridentifikation 

ggfs. sogar mit genetischen Resistenznachweis deutlich verkürzt. Damit ist aus heutiger Sicht 

eine schnelle Implementierung des PCR-Verfahrens in die Routinediagnostik anzustreben. 

Dabei sollten Mikrobiologie und PCR parallel durchgeführt werden, damit sich die Vorteile 

beider Methoden ergänzen.  

Da im Rahmen von mehreren Studien und Untersuchungen unabhängig voneinander eine 

Prognoseverbesserung bei Sepsis durch eine frühzeitige adäquate antibiotische Behandlung 

gesichert wurde, ist eine Nutzung des Zeitvorteils des PCR-Verfahrens bei der Auswahl der 

antibiotischen Therapie unverzichtbar. Sobald das PCR-Verfahren technisch verfügbar ist, 

sollte diese Diagnostikmöglichkeit keinem Patienten vorenthalten werden. Aus diesem Grund 

ist aber auch eine Durchführung von randomisierten Studien zur getrennten Beurteilung des 

Einflusses der beiden Diagnostikverfahren auf die Behandlungsdauer mit Antibiotika, thera-

peutische Nebenwirkungen durch inadäquate Therapien, zusätzliche Antibiotikakosten durch 

initiale Fehlbehandlungen, Auswirkungen auf die Aufenthaltsdauer im Krankenhaus und die 

Mortalität septischer Patienten ethisch nicht vertretbar.  

Das Ziel weiterer Forschungen sollte eine technische Verbesserung der Methodik sowie eine 

Ausweitung der Primerpalette auf möglichst viele Sepsiserreger und Resistenzgene sein. 

Weiterhin ist, wie bereits erläutert, eine möglichst vollständige Elimination von humaner 

DNA und eine Anreicherung von Pathogen-DNA vor dem Annealing sinnvoll.[45] Durch eine 

Verwendung von optimierten Primern und Lösungen sowie den richtigen Annealing- und 

Amplifikationstemperaturen kann das Risiko von Kreuzreaktionen und unspezifischen 

Bindungen minimal gehalten werden. Die Entwicklung eines Vollautomaten könnte Fehlbe-

stimmungen durch Kontaminationen sowie Fehlinterpretationen verhindern und eine 

reibungslose Verwendung des PCR-Verfahrens in der klinischen 24h-Routinediagnostik 

absichern.   
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7 SCHLUSSFOLGERUNGEN 

Mit Hilfe des verwendeten Multiplex-PCR-Verfahrens war es möglich in Blutproben und 

Nicht-Blut Materialien von septischen Patienten Pathogene und Resistenzgene zu detek-

tieren. Dabei wurden mittels PCR vor allem in Blutproben häufiger klinisch relevante Patho-

gene detektiert als unter Verwendung der mikrobiologischen Standarddiagnostik. Ursächlich 

dafür sind die PCR-Methodik sowie die Möglichkeit, mittels PCR auch vorgeschädigte 

Pathogene unter einer laufenden Antibiose nachweisen zu können. Durch die Schnelligkeit 

der PCR wurde der spezifische Pathogen- und Resistenzgennachweis innerhalb von nur 6 

Stunden nach Probenentnahme erbracht. Bei Verwendung der Mikrobiologie waren dagegen 

Analysezeiten von mehreren Stunden bis Tagen notwendig. 

In der klinischen Beurteilung der Studienergebnisse ergaben sich eindeutige Vorteile für die 

Verwendung der PCR. In 40% der Sepsisepisoden kam es durch die PCR im Vergleich zur 

Mikrobiologie zu einem signifikant schnelleren therapierelevanten Ergebnis. In weiteren 

31% der untersuchten Sepsisepisoden konnten sogar nur mit der PCR relevante Erreger 

nachgewiesen werden. Die Mikrobiologie blieb negativ. In 7% der Sepsisepisoden wurden 

erst in zusätzlichen mikrobiologischen Untersuchungen außerhalb der Studie die Erreger 

nachgewiesen, die bereits im Rahmen der Studienproben mittels PCR erkannt worden waren.  

Dieser frühzeitigere bzw. ausschließliche Erreger- und Resistenzgennachweis mittels PCR 

hätte einen direkten Einfluss auf die antibiotische Therapie und damit das Outcome der 

Sepsispatienten sowie auf die Nebenwirkungen, Liegezeiten und Therapiekosten. Auch im 

Zusammenhang mit weiteren therapeutischen Maßnahmen und Initiierung weiterer Diagnos-

tik sowie ggfs. Isolationsbehandlungen von Patienten mit resistenten Erregern entstehen 

signifikante Vorteile für die Patienten, das Personal und die Kliniken. Aus diesem Grund ist 

aus heutiger Sicht eine zügige Integration des PCR-Verfahrens in die Sepsisdiagnostik dring-

lich zu fordern. Dieses Ergebnis wurde auch im Rahmen von weiteren Studien bestätigt. 

Für die technische Umsetzung scheint die Entwicklung eines Vollautomaten notwendig. 

Dadurch wäre auch eine Sepsisdiagnostik im 24-Stunden-Betrieb eines Routinediagnostik-

labors möglich. Mit Hilfe einer automatischen Auswertung der Amplifikationsergebnisse 

wären die Daten direkt nach der Analyse für den behandelnden Intensivmediziner verfügbar.  

Die PCR kann allerdings aktuell nur als zusätzliches Verfahren zur Mikrobiologie verwendet 

werden. Dies beweisen ebenfalls die Ergebnisse der Studie. In 15 % der Sepsisepisoden 

wurden in der Mikrobiologie therapierelevante Erreger angezüchtet, für die im PCR-

Verfahren keine Primer vorlagen. In weiteren 7% der Sepsisepisoden wurden die relevanten 

Erreger nur mittels Mikrobiologie erkannt. Der PCR-Nachweis versagte in diesen Fällen. Um 

perspektivisch für jedes nachzuweisende Pathogen- und Resistenzgen einen spezifischen 

Primer zur Verfügung zu haben, sind noch umfangreiche Forschungstätigkeiten und eine 

Optimierung der PCR-Methodik notwendig. 
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8 ZUSAMMENFASSUNG 

Es wurden 180 Blutproben und 78 Nicht-Blutproben (Sekrete, Punktate usw.) von 54 

septischen Patienten mittels Multiplex-PCR-Verfahren auf das Vorhandensein von Sepsis-

erregern und Resistenzgenen analysiert. Dabei wurden Primer für die 9 Erreger S. aureus, S. 

epidermidis, E. faecalis, E. faecium, P. aeruginosa, E. cloacae, K. pneumoniae, E. coli und C. 

albicans sowie für die 9 Resistenzgene CDR-1, blaSHV, blaGES-2, vanB, MDR-1, spA, mecA, vanC 

und vanA verwendet. Zur Kontrolle wurden die Proben parallel mittels standardisierter 

mikrobiologischer Kulturverfahren untersucht. Mögliche Resistenzen wurden in-vitro in der 

Agardiffusionsmethode bestimmt. 

Die Probenentnahmen erfolgten im Rahmen von 87 Sepsisepisoden. Als Einschlusskriterien 

in die Studie mussten mindestens zwei der im Rahmen der ACCP/SCCM Konsensus-

Konferenz von 1991 definierten SIRS-Kriterien erfüllt sein. Eine weitere Bedingung war das 

Vorliegen eines klinischen Infektherdes, der mit hoher Wahrscheinlichkeit die Ursache für die 

Sepsis war. Die Art des zu analysierenden Materials wurde von der klinischen Symptomatik 

bestimmt.  

In den Blutproben und auch in den Nicht-Blut Proben war entsprechend dem verwendeten 

Primerpanel ein Nachweis von Sepsiserregern und genetisch kodierten Antibiotikaresis-

tenzen mittels Multiplex-PCR-Verfahren möglich. Bei den Nicht-Blut Materialien bedurfte es 

allerdings in Abhängigkeit von der Konsistenz des Probenmaterials und der beinhalteten 

Erregermenge einer speziellen Vorbereitung der Analyseproben. Insgesamt war die Anzahl 

der im PCR-Verfahren nachgewiesenen Sepsiserreger vor allem in den Blutproben höher als 

in der Mikrobiologie. Dies ist am ehesten dadurch begründbar, dass mittels PCR auch tote 

oder vorgeschädigte Pathogene, z.B. unter einer laufenden Antibiose, erkannt werden. Auch 

Resistenzgene wurden im PCR-Verfahren nachgewiesen, wobei die zugehörigen in-vitro 

Testungen aber nur teilweise die genetisch kodierten Resistenzen bestätigten. Die Ergebnisse 

des PCR-Verfahrens waren bereits 6 Stunden nach Probenentnahme verfügbar. Dagegen 

benötigte die mikrobiologische Diagnostik mehrere Stunden bis Tage. 

In der klinischen Beurteilung der Ergebnisse ergaben sich aufgrund der Schnelligkeit des 

PCR-Verfahrens sowie durch den häufigeren Nachweis von Sepsiserregern im Vergleich zur 

Mikrobiologie für die Behandlung von Sepsispatienten prognostisch relevante Vorteile. Das 

betrifft vor allem die antibiotische Behandlung, die Fokussuche, die Initiierung weiterer 

diagnostischer Maßnahmen sowie die Isolationsbehandlung von Patienten mit multiresis-

tenten Erregern. Aus diesen Gründen sollte das PCR-Verfahren dringlich als Standard in die 

Sepsisdiagnostik integriert werden. Dabei kann die PCR aktuell aber nur als Zusatzmethode 

verwendet werden, da für jeden Erreger und jedes Resistenzgen spezifische Primer ent-

wickelt, getestet und synthetisiert werden müssen. Weiterhin ist die Methodik aufgrund der 

Störanfälligkeit sowie bedingt durch mögliche Primerinsuffizienzen noch nicht ausreichend 

zuverlässig.  
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KERNAUSSAGEN 

 In Blutproben und auch in Nicht-Blut Materialien wie Atemwegssekreten, Drainage-, 

Abszess- und Punktatflüssigkeiten, Aszites, Urin, Liquor und Abstrichen ist ein Nach-

weis von Erregern und genetisch kodierten Antibiotikaresistenzen unter Verwendung 

eines Multiplex-PCR Verfahrens möglich. Dafür bedarf es allerdings in Abhängigkeit 

von der Konsistenz des Probenmaterials und der beinhalteten Erregermenge einer 

speziellen Vorbereitung der Analyseprobe. 

 Aufgrund der Methodik können im PCR-Verfahren auch vorgeschädigte oder tote 

Erreger, z.B. unter einer laufenden Antibiose, nachgewiesen werden. Dadurch ist die 

Anzahl an mittels PCR nachgewiesenen Sepsiserregern vor allem in Blutproben deut-

lich höher als in der Mikrobiologie.  

 Für den PCR-Nachweis müssen allerdings für jeden Erreger und jedes Resistenzgen 

spezifische Primer entwickelt, getestet und synthetisiert werden. Im Rahmen der 

Studie waren nicht für alle nachweisbaren Erreger Primer verfügbar, so dass die 

entsprechenden Erreger nur in der Mikrobiologie erkannt wurden. Weiterhin war 

manchmal der Erregernachweis in der PCR negativ, obwohl ein entsprechender 

Primer verwendet wurde. Die Ursachen liegen am ehesten in teilweisen Primer-

insuffizienzen. Für die weitere Entwicklung sind dementsprechend noch umfang-

reiche und kostenintensive Forschungstätigkeiten notwendig. Damit kann die PCR-

Diagnostik aktuell nur zusätzlich zur Mikrobiologie durchgeführt werden.  

 Durch die Schnelligkeit des Verfahrens sind bei Verwendung der PCR die ursächlichen 

Sepsiserreger schneller bekannt als bei Verwendung der Mikrobiologie. Damit erge-

ben sich im Vergleich zur Mikrobiologie für die Behandlung der Sepsispatienten 

signifikante Vorteile. Das betrifft vor allem die antibiotische Behandlung, die Fokus-

suche, die Initiierung weiterer diagnostischer Maßnahmen sowie die Isolationsbe-

handlung von Patienten mit multiresistenten Erregern. 

 Bei der PCR handelt es sich um eine hochsensitive, kontaminations- und störungs-

anfällige Methode. Auch hier sind noch weitere Forschungstätigkeiten notwendig. Das 

Ziel ist die Erschaffung eines vollautomatisierten Gerätes mit Auswertungssoftware, 

das in einem 24 Stunden Routinelabor betrieben werden kann. Vor allem für die Blut-

diagnostik scheint außerdem die Entwicklung und Integration eines Verfahrens zur 

Anreicherung von Erreger- und Elimination von menschlicher DNA unverzichtbar. 
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10 ABKÜRZUNGSVERZEICHNIS 

ACCP American College of Chest Physicians 

ACH Allgemeinchirurgie 

APC antigenpräsentierende Zellen 

BE Blutentnahme 

BS Bronchialsekret 

CT Computertomografie 

DIVI Interdisziplinären Vereinigung für Intensiv- und Notfallmedizin 

DF Drainageflüssigkeit 

ESBL Extended-Spectrum Betalactamase-bildende Bakterien 

FUO Fieber unklaren Ursprungs 

GYN Gynäkologie 

HNO Hals-Nasen-Ohren Heilkunde 

KHDF Städtisches Krankenhaus Dresden-Friedrichstadt 

KISS Krankenhaus-Infektions-Surveillance-System 

KNST koagulasenegative Staphylokokken 

mecA Methicillinresistenz A Gen 

MHK minimalen Hemmkonzentration 

MIQ Qualitätsstandards in der mikrobiologisch-infektiologischen Diagnostik   

MODS Multiorgandysfunktionssyndrom 

MOV Multiorganversagen 

MRSA Methicillin-(Oxacillin)-resistenter S. aureus 

NAP nosokomiale Pneumonie 

NAT Nukleinsäure-Amplifikations-Techniken 

n.b. nicht bestimmt 

NCH Neurochirurgie 

PBP Penicillin-bindendes Protein 

PCR Polymerasekettenreaktion 

PEG Paul-Ehrlich-Gesellschaft 

PMS Philips Medical Systems 

[R] resistent 

[S] sensibel 

SCCM  Society of Critical Care Medicine 
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SCCmec Staphylococcus cassette chromosome mec 

SE Sepsisepisode 

SepNet Kompetenznetzwerk Sepsis 

SIRS  Systemic Inflammatory Response-Syndrom 

SpA Oberflächenprotein A 

S Sepsis 

SS Schwere Sepsis 

SSS Septischer Schock 

TS Trachealsekret 

TSD Thoraxsaugdrainage 

UCH Unfallchirurgie 

URO Urologie 

VRE Vancomycin resistente Enterokokken 

VRSA Vancomycin-resistenter S. aureus 

ZVK zentralvenöser Katheter 
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13 ZITIERBARER ABSTRAKT 

PLETTIG R, NOWAK A, WENDT M, USICHENKO T. PROSPECTIVE COMPARISON OF BROAD-RANGE PCR 

ASSAY AND MICROBIOLOGICAL CULTURE TECHNIQUE FOR IDENTIFICATION OF PATHOGENS IN PATIENTS 

WITH SUSPECTED SEPSIS. INT CARE MED 2011, VOL. 37, (SUPPL. 1), P. 201. 

 

INTRODUCTION. Molecular amplification techniques are suggested to be a useful adjunct in 

early detection of blood-stream pathogens in patients with suspected sepsis (1,2). 

OBJECTIVES. To study the accuracy of broad-range polymerase chain reaction (PCR) assay 

compared to standard microbiological culture (MC) technique used for detection of 

pathogenic microorganisms in patients with suspected sepsis and to evaluate the time 

sparing effect of PCR to decision-making over antimicrobial therapy. 

METHODS. Fifty-four patients with systemic inflammatory syndrome (SIRS) and suspected 

septic focus were included in this study according to eligibility criteria. Samples for 

identification of suspected septic pathogens were taken during febrile septic episodes (SE) 

and analyzed using both MC (incubation at 37 Grad C for max. 9 days) and half-automated 

multiplex PCR (PMS, Böblingen, Germany). PCR was able to detect 9 pathogens and deliver 

the results of pathogen's identification within 6 hours. 

RESULTS. From 87 samples, taken during SE, both methods yielded negative results in 17 

(20%) and positive in 40 (46%) of cases. In 27 samples (31%) PCR identified organisms not 

detected by MC. MC yielded positive results in 3 cases (3 %) where PCR failed (p< 0.001; 

Chisquare test). PCR yielded the results, relevant for decision on appropriate antimicrobial 

therapy 60h (mean; 95% CI: 48-73) earlier than standard MC. 

CONCLUSIONS. Multiplex-PCR assay was more accurate and rapid than standard culture 

technique in identification of pathogenic microorganisms in patients with suspected sepsis. 

REFERENCE(S). 1. Lehmann et al. Potential clinical utility of polymerase chain reaction in 

microbiological testing for sepsis. Crit Care Med 2009; 37: 3085-90. 2. Tsalik et al. Multiplex 

PCR to diagnose bloodstream infections in patients admitted from the emergency department 

with sepsis. J Clin Microbiol 2010;48:26-33. 
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