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1. Einleitung / Ziel der Arbeit

Pneumonien haben je nach Schweregrad eine 30-Tage-Sterblichkeit von 1 bis 25
Prozent. Begleiterkrankungen, hohes Alter und die Infektion mit bestimmten Erregern
kénnen sich negativ auf das Outcome der Patienten auswirken. So geht auch die
ambulant erworbene Pneumonie mit einer erhdhten Langzeitsterblichkeit einher (1-8).
Besonders bei lungenvorerkrankten Patienten wie z.B. mit Mukoviszidose ist die
Pneumonie eine der Haupttodesursachen. Durch die gezielte Antibiotikatherapie kann
die Uberlebensrate dieser Patientengruppe deutlich gesteigert werden (9-11).

Der Goldstandard zur Detektion von Erregern ist die Anzucht von Bakterienkulturen in
der Mikrobiologie. Ein Ergebnis kann allerdings frihestens nach einem Tag, meist
jedoch eher nach mehreren Tagen angegeben werden. Zudem bietet die
Standarddetektion von Erregern in der Mikrobiologie nicht gleichzeitig die Méglichkeit,
Viruserkrankungen zu erfassen. Bei ambulant erworbenen oder auch im Krankenhaus
erworbenen Erregern, welche eine Pneumonie verursachen, kann man davon
ausgehen, dass es somit zu einer ZeitverzOgerung kommt, bis eine gezielte
antibiotische Therapie begonnen werden kann. Zudem fallen behandlungsbedurftige
Koinfektionen mit Viren nicht auf.

Das Biofire® Pneumonia Panel plus bietet die Moglichkeit, Bakterien semiquantitativ
mit entsprechenden Erregeranzahlen und entsprechenden Resistenzgenen sowie
Viren schon nach einer Stunde nachzuweisen. Diese Form der Diagnostik soll eine
gezielte antibiotische Behandlung friihzeitig ermdglichen. Die Sensitivitat der Panel-
Schnelldiagnostik ist im Vergleich zum herkdmmlichen mikrobiologischen
Kulturverfahren noch nicht ausreichend beschrieben. Je nach Datenlage kann das
Biofire® Pneumonia Panel plus Eingang in die SOPs/Leitlinien zur Behandlung von
Pneumonien finden.

In der Studie werden die Bakteriennachweise des Panels mit der herkdmmlichen
Mikrobiologiediagnostik untersucht. Speziell sollen Patienten mit einer Mukoviszidose-
Erkrankung hinsichtlich eines Einflusses auf die Genauigkeit der Erregernachweise
betrachtet werden.
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1.1 Betrachtete Fragestellungen

Ist es von Nutzen, dass Biofire® FilmArray® Pneumonia Panel plus System fur akut
und/oder chronisch respiratorisch erkrankte Patienten, speziell Mukoviszidose- und
PCD-Patienten, hinsichtlich qualitativer und temporarer Komponenten einer
herkdbmmlichen Mikrobiologie vorzuziehen?

Welche Erreger wurden durch das Biofire® FilmArray® Pneumonia Panel plus erfasst?
Konnten virale Co-Infektionen und Resistenzgene durch das Panel dokumentiert
werden? Wie gut ist die Ubereinstimmung zwischen der POCT und kulturellen Testung

der Atemwegssekrete?

1.2 Zielsetzung

Das Biofire® Pneumonia Panel plus bietet den Vorteil, dass es nicht nur Angaben Uber
eine bakterielle Kolonisation von Sputum-/BAL-Proben geben kann, sondern auch
Ergebnisse Uber die Erregermenge, mogliche Resistenzen und virale Kolonisation
liefert. Zu der Anwendung, Verlasslichkeit und dem Nutzen des Biofire® Panels gibt
es in der Literatur bislang noch sehr wenig Studien. Im Rahmen dieser Doktorarbeit
werden Ergebnisse des sich in der Kinderklinik im Einsatz befindlichen Biofire®
Pneumonia Panel plus retrospektiv analysiert. Es handelt sich dabei um ein Multiplex-
PCR basiertes POCT Verfahren, mit dem vom 24.04.2019 — 31.12.2020 174 Proben
untersucht wurden. In der Dissertationsschrift findet ein Vergleich zwischen der
herkdmmlichen Mikrobiologie und dem Biofire® Pneumonia Panel plus statt. Dabei
werden detektierte Erreger und die Dauer der Aufarbeitung bericksichtigt.

In dem untersuchten Patientenkollektiv gibt es eine Untergruppe von z.T. erwachsenen
Patienten mit Ziliopathien (z.B. Mukoviszidose oder PCD). Daher wird in der
Doktorarbeit eine gesonderte Auswertung dieser chronisch erkrankten Patienten
erfolgen.

Bei Patienten mit einer chronischen Besiedlung von Krankheitserregern, die
mehrmalig mit dem Panel getestet wurden, wird betrachtet, ob der Keim in allen

durchgefuhrten Proben nachgewiesen wurde.
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2. Literaturdiskussion

2.1 Pneumonien im Kindesalter

Ambulant erworbene Pneumonien (CAP) kdnnen sich sehr variabel in ihrer klinischen
Auspragung zeigen. Typische Erreger fur eine CAP sind Streptococcus pneumoniae,
Haemophilus influenzae, Moraxella catarrhalis, Staphylococcus aureus, Gruppe-A-
Streptokokken, aerobe gram-negative Bakterien, mikroaerophile Bakterien und
Anaerobier (12). Zu den am meisten vorkommenden atypischen Bakterien zahlen
Legionella spp., Mykoplasma pneumoniae, Chlamydia pneumoniae, Chlamydia
psittaci sowie Coxiella burnetii und zu den respiratorischen Viren Influenza A und B,
SARS-CoV-2, andere Coronaviren, Rhinoviren, Parainfluenza-Viren, Adenoviren,
Respiratorische-Synzytial-Viren, Humane Metapneumoviren sowie Humane
Bocaviren (12-15). Das Parainfluenza- Virus 4 geht mit eher milden oberen
Atemwegserkrankungen einher (16, 17). Durch die unterschiedlich ausgebildeten
Resistenzen wird sich bei der Therapieentscheidung auf die lokalen Antibiogramme
bezogen (12).

Pneumonien variieren anhand der Haufigkeiten ihres Auftretens in der Jahreszeit (in
Wintermonaten vermehrt), dem Geschlecht und der Ethnizitat (18-20). Verschiedene
Viren gehen mit unterschiedlichen Infektionsspitzen Uber das Jahr verteilt einher. Bei
Kindern sind die flr die Pneumonie verantwortlichen Erreger sehr variabel. Aulterdem
hangen sie vom Alter und der Umgebung ab (21, 22). In ca. einem Drittel der Falle wird
kein Erreger gefunden, und bei ca. einem Drittel liegt eine Mischinfektion vor (21, 23-
25). In der Tabelle 1 sind die haufigen padiatrischen Erreger fur eine
Lungenentzindung aufgefuhrt (21). 80% der CAP bei Kindern unter zwei Jahren sind
viral bedingt. Bei Kindern unter 5 Jahren treten CAP durch Viren in ca. der Halfte der
Falle auf. Tritt die Pneumonie bei Neugeborenen vor dem siebten Lebenstag auf, so
liegt die Ursache meistens in der intrauterinen Aspiration von infiziertem Fruchtwasser,
in einer transplazentaren Ubertragung oder in der Absaugung von infiziertem
Fruchtwasser (21, 23, 24). Eine Pneumonie des Neugeborenen nach dem siebten
Lebenstag erfolgt grofitenteils durch eine vertikale Infektion oder eine nosokomiale
Infektion (26).
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Tabelle 1 Haufige Erreger der kindlichen Pneumonie

Streptokokken der Gruppe B*

Escherichia coli*

S. pneumoniae

< 28 Tage Klebsiella spp.

S. aureus

Streptococcus pyogenes

Chlamydia trachomatis

S. pneumoniae*

Chlamydia trachomatis

< 3 Monate Mycoplasma hominis

Treponema pallidum

Bakterien Ureaplasma urealyticum

S. pneumoniae*

S. aureus

Streptococcus pyogenes

Chlamydia pneumoniae
< 5 Jahre

Mycoplasma pneumoniae

H. influenzae Typ b

M. catarrhalis

Nicht typisierbare H. influenzae

S. pneumoniae*

2 5 Jahre Mycoplasma pneumoniae

Chlamydia pneumoniae

Herpes simplex Virus

<7 Tage Cytomegalovirus

Rubellavirus

Respiratory syncytial virus

Viren Parainfluenza virus

2 7 Tage bis Influenza

28 Tage Adenovirus

Enteroviren

Coronavirus

13



Respiratory syncytial virus*

Influenza A und B

Human metapneumovirus

Adenovirus
< 5 Jahre

Parainfluenza viruses 1, 2, 3

Enteroviren
Coronavirus (229EM C43, NL63, HKU1)

Rhinovirus

Respiratory syncytial virus

Viren Adenovirus

Influenza

Parainfluenza

Rhinovirus

> 5 Jahre Human metapneumovirus
SARS-CoV-2

Rubellavirus

Varizella zoster Virus

Cytomegalovirus

Epstein-Barr Virus

(*Haufigster Erreger in der entsprechenden Altersgruppe und Erregerart) (21, 24, 26-48)

Die uber Tropfcheninfektion oder Aerosolinhalation Gbertragenen Erreger erreichen
durch Mikroaspiration die Alveolen. In Konkurrenz mit dem residenten Mikrobiom
erfolgt die Replikation der aufgenommenen Erreger (26).

Die individuelle Immunreaktion in den Alveolen bestimmt u.a. die Krankheitsschwere
des Infizierten. Die CAP stellt sich sehr unterschiedlich dar (12, 49-51). Es kbnnen
leichte Pneumonien mit Fieber, Husten und Kurzatmigkeit bis zu schweren Formen mit
Sepsis und Dyspnoe auftreten (12). Bei Neugeborenen und Sauglingen konnen
Probleme bei der Nahrungsaufnahme, Unruhe sowie Erregung auftreten. Bei alteren
Kindern/Adoleszenten deuten Pleuraschmerzen, Schmerzen im Abdomen sowie
Steifigkeit des Nackens auf eine Pneumonie hin (52-54). Eine erniedrigte
Sauerstoffsattigung weist auf einen schweren Krankheitsverlauf hin, der einer
stationaren Behandlung bedarf (23, 52, 55). Ebenfalls deuten Korpertemperaturen von
uber 38,4°C, Zyanosen, Hypoxamien, Stohnen, Einziehungen, Kopfwippen,

Tachykardien, verlangerte Rekapillarisierungszeiten, veranderte Mentalstatus, keine
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Nahrungsaufnahmen und Dehydratationen auf eine Dyspnoe mit Anzeichen einer
schweren Erkrankung hin. Fruhgeburtlichkeit, niedriges Geburtsgewicht, maternale
Chorioamnionitis, vorzeitiger/verlangerter Blasensprung, maternale Streptokokken
Gruppe B-Besiedlung und maternales intrapartales Fieber erhéhen das Risiko fir eine
frihe Pneumonie (48h bis 6. Lebenstag) im Sauglingsalter (52, 53, 56-59).
Risikofaktoren im weiteren Lebensverlauf bestehen aus Fruhgeburtlichkeiten,
niedrigem Korpergewicht, invasiven mechanischen Beatmungen,
Atemwegsfehlbildungen, schweren pulmonalen Grunderkrankungen, langeren
Aufenthalten in Krankenhausern und neurologischen Schluckbeeintrachtigungen (26,
33, 60).

Zur Diagnosestellung dient die Kombination aus Infiltraten in der radiographischen
Bildgebung mit der passenden Symptomkonstellation (12, 61). Bei mittelschweren bis
schweren CAP flihrt man zusatzlich noch Blut- und Sputum-Kulturen, Gram-
Farbungen des Sputums und S. pneumoniae-Antigentests im Urin durch (12). Zur
Therapieentscheidung sollte eine schnelle Erregerdiagnostik bei Sauglingen und
Kindern erfolgen. Das Alter, die Vorerkrankungen, die klinischen Aspekte und der
Schweregrad spielen bei der Hospitalisierungsentscheidung einer CAP bei Kindern
eine wichtige Rolle (52, 55, 62). Sauglinge, die jinger als 3 bis 6 Monate alt sind,
werden in der Regel stationar aufgenommen. Zur Schweregradeinteilung bei Kindern
nutzt man die Kombination aus dem klinischen Erscheinungsbild, Verhalten des
Kindes, Bewusstsein sowie Essen- und Trinkverhalten. Bei Kindern fuhrt man keine
routinemafige Thorax-Rontgenaufnahme durch (23, 55, 63, 64). Sie ist lediglich bei
Kindern zur stationaren Aufnahme, mit unklarer Diagnose, mit schweren,
rezidivierenden oder komplizierten Pneumonien oder neonatalen Pneumonien indiziert
(23, 26, 52, 55). Eine Laboruntersuchung ist von der klinischen Situation, dem Alter,
der Erkrankungsschwere, den Komplikationen und der stationaren Aufnahme des
Kindes abhangig (52, 55). Zur Diagnose einer CAP im Kindesalter Pneumonie reichen
erhdohte Korpertemperatur mit anamnestischen/kérperlichen Dyspnoeanzeichen aus
(52, 65). Bei der neonatale Pneumonie setzt sich die Diagnose aus klinischen,
radiologischen und mikrobiologischen Ergebnissen zusammen (26). Sputumproben
sind nutzlich bei Patienten, die eine intensivmedizinische Therapie erhalten, auf eine
empirische Therapie nicht ansprechen oder einen Pleuraerguss haben (52, 66, 67).
Zum Ausschluss einer Sepsis werden bei Neugeborenen Blut- und Urinkulturen
abgenommen, sowie ein komplettes Blutbild mit Differentialblutbild und eine

Lumbalpunktion durchgefuhrt. Bei V.a. eine virale Pneumonie sollten PCR-Tests und
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virale Kulturen durchgefuhrt werden. Neugeborene mit Dyspnoe werden auf einer
neonatalen Intensivstation behandelt, da sich ihr Zustand bei Vorliegen einer
neonatalen Pneumonie schnell verschlechtern kann (26).

Zur mikrobiologischen Schnelldiagnostik dienen nicht nur die angesprochenen PCR-
Test, sondern auch Enzymimmunoassay (EIA) und Immunfloreszenz. Es wird
hinsichtlich der Behandlung und Kohortenbildung bei Sauglingen und Kindern
empfohlen, einen der diagnostischen Schnelltests durchzuflhren (52, 55, 62).

Die Folgen einer Pneumonie konnen Pleuraergusse, Empyeme, nekrotisierende
Pneumonien, Lungenabszesse, Pneumatozelen und Hyponatridamien sein (52).
Weitere Indikationen fur eine intensivmedizinische Therapie sind eine Notwendigkeit
einer Atemhilfe, ein drohendes Atemversagen, rezidivierende Apnoen sowie langsame
unregelmalige Atemmuster, kardiovaskulare Stérungen, multilobulare Infiltrate,
Pleuraerglisse, Vigilanzanderungen, Grunderkrankungen wie Sichelzellanamie,
Immunschwache, Immunsuppression oder eine unklare metabolische Azidose (23, 55,
63, 68).

Die empirische Therapie zur Behandlung von CAP-Patienten ohne genauere Kenntnis
Uber das Erregerspektrum richtet sich nach Schweregrad, Epidemiologie und
Risikofaktoren des Patienten. Die ambulant durchgefihrte Antibiose ist auf S.
pneumoniae und atypische Erreger oder erweitert auf H. influenzae, M. catarrhalis und
Methicillin-empfindlichen S. aureus ausgelegt (12). Die Auswahl des Antibiotikums bei
Kindern richtet sich nach dem zu erwartenden Keimspektrum, der Ansprechrate, der
einfachen Durchfuhrung, der Vertraglichkeit, dem Geschmack, der Sicherheit und den
Kosten (69, 70). In der Tabelle 2 und 3 sind die Standard-Antibiosen fur die
unterschiedlichen Altersgruppen sowie fiir die verschiedenen Erreger aufgelistet.

Bei der stationaren Antibiotikatherapie werden neben den Erregern der ambulant
behandelten CAP auch S. aureus und gramnegative enterische Bazillen erfasst (12).
Resistente oder ungewdhnliche Erreger kdnnen Grunde fur das nicht Ansprechen auf
die Antibiotikatherapie sein (12, 61). Andere Grinde sind fehlregulierte
Immunreaktionen des Erkrankten oder nosokomiale Infektionen.

Sollte eine schwere CAP vorliegen, kdnnen Makrolide mit Beta-Lactam-Antibiotika
kombiniert werden (63). Vancomycin plus ein Cephalosporin der dritten Generation
zusatzlich Azithromycin mit Nafcillin oder Oxacillin und eine antivirale Therapie dienen
als Behandlung fir die schwere ambulant erworbene Pneumonie auf der
Intensivstation (30, 55, 63, 71, 72). Bei der Behandlung von nosokomialen

Pneumonien bei Kindern wird S. aureus, Enterobacteriaceae, Pseudomonas
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aeruginosa und Anaerobier durch ein Aminoglykosid mit Piperacillin-Tazobactam,

Meropenem, Ceftazidim, Cefepim oder Clindamycin abgedeckt (63).

Tabelle 2 Empirische Therapie zur Behandlung von CAP-Patienten

[ Aer | Toerapleverabven |  Awhiose |

First-Line Therapie Ampicillin + Gentamicin

Kinder <7. Lebenstag
Alternativ Ampicillin + Aminoglykoside

Ampicillin oder Vancomycin

Kinder >7. Lebenstag First Line +
Aminoglykosid oder Cephalosporin
First Line Amoxicillin

Cephalosporin der 2./3. Generation

Clindamycin

Kinder >28. Lebenstag
Alternativ Makrolide

Levofloxacin

Linezolid

Amoxicillin

Makrolide

First-Line Therapie

Kinder > 5 Jahre
Levofloxacin

Alternativ
Doxycyclin (ab 9 Jahren)

(23, 26, 55, 69, 70, 73-76)

Tabelle 3 Gezielte Therapie bei dem V. a. Infektion mit bestimmten Erregern

Cytomegalovirus Ganciclovir
Influenzavirus Oseltamivir
Herpes-simplex-Virus
Aciclovir
Varizella-Zoster-Virus
Chlamydia trachomatis Azithromycin
P. aeruginosa Piperacillin-Tazobactam + Ciprofloxacin
Vancomycin
MRSA
Linezolid
Azithromycin
Mycoplasma pneumoniae :
] ) Erythromycin
Chlamydia pneumoniae
Levofloxacin

(12, 61, 73, 74)
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2.2 Patienten mit chronischen (pulmonalen) Erkrankungen in der Padiatrie
Untere Atemwegsentzindungen waren 2015 bei Kindern vor dem 19. Lebensjahr auf
der gesamten Welt die zweithaufigste  Todesursache. Verschiedene
Grunderkrankungen koénnen das Risiko fir Pneumonien und schwere Verlaufe
erhdhen (21, 77). Zu diesen zahlen wu.a. angeborene Herzerkrankungen,
bronchopulmonale Dysplasien, Mukoviszidose, Asthma bronchiale,
Sichelzellerkrankte, neuromuskulare Stérungen, gastrointestinale Storungen des
oberen GI-Trakts und kongenitale oder erworbene Immunschwache (21, 41, 45).

Am Mukoviszidose-Zentrum in  Mainz werden hauptsachlich Patienten mit
Mukoviszidose behandelt, wodurch das Patientenkollektiv Uberwiegend aus diesen
besteht.

2.2.1 Mukoviszidose

Mukoviszidose zahlt zu den autosomal-rezessiv vererbten Erkrankungen und unter
diesen zu den am haufigsten lebensverkirzenden Krankheiten. Sie wird auch als
Zystische Fibrose (CF) bezeichnet (78-80).

Bei der Mukoviszidose liegen defekte Chloridionenkanale auf den apikal gelegenen
Epithelzellmembranen vor. Durch eine CFTR-Mutation auf dem 7. Chromosomen
(7931.2) kommt es zur Bildung der pathologischen exokrinen Drisen. Die
Aminosauredeletion deltaF508 tritt mit ca. 70% am haufigsten auf (78-80). Die Folge
ist die Herstellung von funktionsunfahigen Chloridionenkanalen, die zahen Schleim
produzieren. Bei den betroffenen Organen handelt es sich um den Dunndarm, das
System der Bronchien, Pankreas, die Gallenwege, Gonaden und Schweilddriisen (78).
Die Symptomatik richtet sich je nach Auspragung in den verschiedenen Organen. Zu
99% liegt eine Atemwegssymptomatik vor (78). Es kann zu chronischem Keuchhusten
und wiederkehrenden bronchialen Infekten kommen. Die haufigsten Erreger sind P.
aeruginosa (80%) und S. aureus. Folgeerkrankungen wie Bronchiektasien, obstruktive
Emphyseme und Rhinosinusitis kdnnen daraus resultieren. Pulmonale Hypertonien,
respiratorische Insuffizienzen und Hamoptysen treten als Komplikationen
moglicherweise auf. AuRerdem kann sich ein Pneumothorax (10%) und eine
allergische bronchopulmonale Aspergillose (15%) entwickeln (78, 81).

Das Pankreas ist mit 87% zweithaufigstes betroffenes Organ bei der Mukoviszidose.
Durch die exokrine Pankreasinsuffizienz kann es zu chronischer Diarrhoe und

Maldigestions-Syndrom kommen (78). Es entstehen fettige, massige, faulige
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Stuhlgange (81). Folge der gestorten Nahrstoffaufnahme ist eine Kachexie. Das
Pankreas als drusenhaltiges Organ kann einen Diabetes mellitus im Rahmen der
Mukoviszidose verursachen (78, 81).

Mdglich ist auch eine Darmmanifestation mit einem distalen intestinalen
Obstruktionssyndrom bei Heranwachsenden (20%). Nach der Geburt kann es in 10%
der Falle zu einem Mekoniumileus kommen (78). Eine biliare Zirrhose oder
Cholelithiasis ist bei einer Leber- oder Gallenwegbeteiligung mit ca. 10% zu erwarten
(81). Gedeihstérungen, reduzierte Gewichtszunahme sowie verringerte Fertilitat bei
der Frau und Infertilitdt durch die beidseitige Vas deferens-Obliteration sind weitere
Begleiterkrankungen der Mukoviszidose (78).

Zur frihzeitigen Diagnose wird das Neugeborenen-Screening genutzt. Dabei werden
das immunreaktive Trypsin und das pankreasassoziierte Protein bestimmt. Durch den
Pilokarpin-lontophorese-Schweildtest kann eine Mukoviszidose bei einem Chlorid-
Gehalt >60 mmol/l ebenfalls nachgewiesen werden. Bei unklaren Fallen kann man
Elektrophysiologische Spezialverfahren wie die Nasal-Potenzial-Differenzmessung
oder die Messung des intestinalen lonenstroms an Rektumbiopsien nutzen. Zur
erweiterten Diagnostik und Therapieplanung dient die CFTR-Genanalyse (78, 81).
Durch das Screening kann die Mortalitat bei unter 10-jahrigen Kindern (ohne
Mekoniumileus) um 5 bis 10 Prozent gesenkt werden, da die Erkrankung zeitiger
erkannt wird und damit eine entsprechende Uberweisung und Behandlung
durchgefihrt werden kann (80, 82). Die Kinder zeigen bei friiher Diagnosestellung eine
verbesserte Lungenfunktion, bessere Wachstumswerte und eine geringere
Notwendigkeit einer Intensivtherapie (80, 83-91).

Die Behandlung und Betreuung sollte in einem Zentrum fiur Cystische Fibrose
stattfinden  (81). Beim Nachweis bestimmter Mutationen kann eine
Funktionsverbesserung der Chloridionenkandle durch Ivacaftor (Kalydeco®),
Lumacaftor/lvacaftor (Orkambi®), Tezacaftor/lvacaftor (Symkevi®) mit Ivacaftor
(Kalydeco®) oder Elexacaftor/Tezacaftor/lvacaftor (Trifkafta®/Kaftrio®) erfolgen (78,
81, 92, 93). Zu den Kontrolluntersuchungen zahlen 4 bis 6 mikrobiologische
Untersuchungen im Jahr (mind. vierteljahrlich). Da Mukoviszidosepatienten eine
hohere Infektanfalligkeit, besonders fur P. aeruginosa, aufweisen, wird ein
Eradikationsversuch mit Ciprofloxacin und Colistin oder inhalativen Tobramycin
versucht. Eine chronische Besiedlung mit P. aeruginosa-Keimen kann bei einer akuten
Verschlechterung Ceftazidim und Tobramycin oder Meropenem, Cefepim,

Fosfomycin, Piperacillin verabreicht werden (94). Die Entscheidung Uber den
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Gebrauch der Antibiotika hangt von der Inkubationszeit, der Zeit bis zum Erhalt des
Resistogramms und der Vertraglichkeit ab (78). Als unabhangiger Risikofaktor fur
einen schnelleren Lungenfunktionsverlust und ein vermindertes Uberleben wird die
chronische P. aeruginosa-Infektion angesehen (9, 95, 96). Durch das frihzeitige
Diagnostizieren von P. aeruginosa- und S. aureus-Infektionen und deren Behandlung
konnen Eradikationen erreicht werden. Die Infektion mit Burkholderia cepacia kann
eine schlechte Prognose mit sich bringen, da das Pathogen meist multiresistent ist (9,
97-99). Weitere Bakterien flr eine chronische Besiedlung bei Mukoviszidose-
Patienten sind Nicht-tuberkulése Mykobakterien. Zu den haufigsten Nachweisen
dieser Gruppe zahlen Mycobacterium avium complex und Mycobacterium abscessus
complex (schlie3t ein: Mycobacterium abscessus, Mycobacterium abscessus bolletti,
Mycobacterium abscessus massiliense) (9, 100-104).

Da bei Mukoviszidose-Patienten die Antibiotika-/ Antimykotika-Clearance vermutlich
starker als bei Nicht-Erkrankten stattfindet, werden des Ofteren héhere Dosierungen
fur eine  effektivere =~ Wirkung bendtigt.  Aufgrund  der individuellen
Lungenvoraussetzungen von Mukoviszidose-Patienten kann die In-vitro-Diagnostik
nur begrenzte Informationen Uber die Wirksamkeit einer Antibiotikatherapie liefern.
(94, 105-107). Besonders Patienten mit chronischen Infektionen haben eine
unterschiedliche Empfindlichkeit gegenltber Antibiotikatherapien (94, 108-110). Durch
die stark viskdsen Proben, die heterogenen Verhaltnisse der Lunge, die Antibiotika-
Sputum-Bindung, die Bildung des Biofilms, das mikroaerophile/anaerobe Milieu und
die Vielzahl von unterschiedlichen Erregern sind die Nachweise von Antibiotika- und
Antimykotika-Sensibilitdten und die Grenzwertkonzentrationen mit den allgemeinen

Untersuchungsverfahren nur bedingt anwendbar (94, 111-113).

2.2.2 Primare ciliare Dyskinesie / Kartagener Syndrom

Bei der autosomal rezessiv vererbten primaren ciliaren Dyskinesie liegt eine reduzierte
Beweglichkeit der Zilien u.a. in den Atemwegen vor (81, 114, 115). Dies geschieht
durch einen oder mehrere Polypeptiddefekt(e) im Zilienaxonem, einen Proteindefekt
in den Spermageil’eln oder Defekte in Proteinen fur den korrekten Zilienbau. Die
Erkrankung manifestiert sich durch rezidivierende Pneumonien, die Bronchiektasen
zur Folge haben kénnen (115-122). Es kommt zur bronchialen Uberempfindlichkeit,
purulenter Rhinorrhoe, chronischer Sinusitis und Unfruchtbarkeit beim mannlichen

Geschlecht (81). Die Halfte der betroffenen PCD-Patienten leidet an einem Situs
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inversus, wodurch die Krankheit (in Kombination mit chronischer Sinusitis, und
Bronchiektasien) als Kartagener Syndrom bezeichnet wird (81, 115, 123-125). Die
klinische Prasentation der Erkrankung variiert abgesehen von den haufigen oberen
und unteren Atemwegsinfektionen stark (115, 126-129). Bei Neugeborenen treten
haufig leichte Dyspnoen mit einem z.T. erhéhten Sauerstoffbedarf flir Stunden bis
Tage auf (115, 126, 130-134). Das forcierte exspiratorische Einsekundenvolumen
steht nicht zwangslaufig im Verhaltnis zum HRCT-Ergebnis (bei der Mukoviszidose
jedoch schon) (115, 135). H. influenzae, S. pneumoniae, S. aureus, P. aeruginosa und
nichttuberkulose Mykobakterien wurden als die relevanten bakteriellen Erreger durch
Sputumproben identifiziert (115, 124). Unkomplizierte Erkaltungen sind mit vermehrten
schweren Verlaufen beschrieben, welche aber nicht haufiger als bei Gesunden
auftreten (115). Durch die gestorte Ziliarfunktion im Mittelohr kommt es zu einer
verminderten mukozilidren Clearance, welche chronische Mittelohrentziindungen mit
akuten Schuben in Kindheit und Adoleszenz zur Folge haben (115, 136-138). Manner
besitzen haufig lebende, unbewegliche Spermatozoen und teilweise agile
Spermatozoen mit unbeweglichen Zilien oder kénnen azoospermisch sein (115, 130,
139, 140). Bei Frauen ist die Fertilitat durch die beeintrachtige Zilienfunktion in den
Tubae uterinae herabgesetzt (115, 130).

Um die Diagnose zu sichern, sind laut der European Respiratory Society eine
Gesamtbetrachtung von reduzierter Stickstoffmonooxid-Produktion der
Nasenschleimhaut, der mukoziliaren Clearance, der Ziliarfunktion und Ultrastruktur
notwendig (81, 115, 137, 141-143)

Die Behandlung der PCD-Patienten ist ahnlich wie bei der Mukoviszidose. Die
Patienten sollten ebenfalls in einem Zentrum flr Kinderpulmologie oder einer CF-
Ambulanz betreut werden (81). Erkrankte haben im Vergleich zur CF eine regulare

Lebenserwartung mit langsamerer Lungenfunktionsabnahme (115, 144, 145).

2.3 Das Biofire® FilmArray® Pneumonia Panel plus

2.3.1 Beschreibung des Forschungsgegenstandes
Die Fachinformation des Herstellers gibt an, dass der Nachweis spezifischer
pathogener Nukleinsauren in Korrelation mit der entsprechenden Klinik ein wichtiger

Bestandteil der Diagnostik und/oder Behandlung von Patienten ist (146).
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Zur schnelleren (innerhalb einer Stunde) und exakteren Bestimmung des pathogenen
Erregers dient das BioFire Pneumonia Panel plus, wodurch eine beschleunigte und
gezieltere Behandlung moglich ist (147, 148).

Mit dem BioFire Pneumonia Panel plus ist es moglich, 33 verschiedene Pathogene
aus dem Sputum (inkl. Endotrachaelaspirat) oder einer bronchoalveolaren Lavage
(inkl. Mini-BAL) zu bestimmen. Das Panel detektiert 15 Bakterien semi-quantitativ, die
in genomischen Kopien der bakteriellen Nukleinsduren pro Milliliter (Kopien/ml)
angegeben werden (1074, 1075, 1076, 21017) (146, 147).

Tabelle 4 Mogliche Erregernachweise (Bakterien, atypische Bakterien, Viren) und
Antibiotikaresistenzgene, die durch das FilmArray® Pneumonia Panel plus

detektiert werden

Acinetobacter calcoaceticus-baumannii complex, Enterobacter
cloacae complex, Escherichia coli, H. influenzae, Klebsiella
aerogenes, Klebsiella oxytoca, Klebsiella pneumoniae group, M.
catarrhalis, Proteus spp., P. aeruginosa, Serratia marcescens, S.
aureus, Streptococcus agalactiae, S. pneumoniae, Streptococcus

pyogenes

CTX-M, IMP, KPC, mecA/C and MRE, NDM, OXA-48-like, VIM

Chlamydia pneumoniae, Legionella pneumophila, Mycoplasma

pneumoniae

Adenovirus, Coronavirus, Human Metapneumovirus, Human
Rhinovirus/Enterovirus, Influenza A, Influenza B, Middle East
Respiratory Syndrome Coronavirus (MERS-CoV), Parainfluenza
Virus, Respiratory Syncytial Virus

(146)

Sollten bakterielle Nukleinsauren nachgewiesen werden, kann dies auf eine normale
Atemwegsflora oder eine Kolonisation hindeuten. Die mit dem FilmArray® Pneumonie
Panel plus identifizierten semiquantitativen Bin-Ergebnisse sind nicht mit der
kulturellen Mikrobiologie in CFU/ml gleichzusetzen. Bin-Ergebnisse sind die
Schatzung der genomischen Kopien und werden in Kopien/ml angegeben. Somit
korrelieren die Kopien/ml nicht konsistent mit den Bakterienzahlen aus der

Mikrobiologie. Zur weiteren klinischen Vorgehensweise rat die Fachinformation vom
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FilmArray® Pneumonia Panel plus an, dass das Bin-Ergebnis mit dem klinischen
Erscheinungsbild abgeglichen werden sollte (146).

Da humane Rhinoviren und Enteroviren genetisch ahnlich sind, differenziert das
Testverfahren diese nicht sicher voneinander. Wenn der Test positiv flr
Rhinoviren/Enteroviren ist und eine entsprechende klinische Relevanz fur die
Unterscheidung dieser beiden Viren vorliegt, sollte ein Alternativ-Verfahren (z.B.

Zellkultur, Sequenzanalyse) angewendet werden (146).

2.3.2 Aktueller Forschungsstand verwandter Studien

Das Biofire FilmArray® Pneumonia Panel plus ermoglicht seit dem 30.05.2018 eine
neue schnellere Diagnostik durch eine PCR im Bereich des Point of care Tests (149).
Durch die bisher geringe Verbreitung des Biofire FilmArray® Pneumonia Panel plus
existiert zurzeit nur wenig wissenschaftliche Literatur, die sich mit dem Verfahren
genauer beschaftigt.

In einer Studie vom Juni 2020 wurden vorbereitete Proben mit unterschiedlichen S.
aureus Konzentrationen von 1072, 1073, 10"4, 1075, 1076 und 10"7 Kopien/ml
hergestellt. Bei dieser Verdunnungsreihe sind 359 von 360 Proben korrekt
nachgewiesen worden. Die jeweils 90 Kontrollproben von 10*2 und 10”3 Kopien/ml
wurden mit einer 100%igen Sicherheit als ,not detected” aufgeflhrt, da die Proben ab
einem Wert von 1073,5 Kopien/ml erst als ,detected” angezeigt werden. Nur bei der
Eingangskonzentration von 1074 Kopien/ml konnten 89 von 90 Proben korrekt
klassifiziert werden. Bei den Proben mit 10"5, 10"6 und 10*7 Kopien/ml sind alle
jeweils 90 Kontrollen mit 100%iger Sicherheit nachgewiesen worden (150).

Bei den Ubergangskonzentration von Klebsiella aerogenes wurden die Proben mit
1072,5, 1073,5, 10%4,5, 1015,5, 10*6,5 und 1077,5 Kopien/ml getestet. Diese Proben
erzielten ahnlich gute Ergebnisse (150).

Des Weiteren wurden jeweils 6 Sputum- und BAL-Proben aus jeweils 3 Bakterien mit
unterschiedlichen Konzentrationen hergestellt. Alle Sputum-Proben-Ergebnisse
stimmten innerhalb des +0,5log10 Kopien/ml-Bereiches zu 100% (60/60) mit dem
Probenansatz uberein. Bei den BAL-Proben-Ergebnissen wurde der relative Rang bei
91,6% der Proben korrekt nachgewiesen. Im Probenansatz 1 wurde 4 von 10-mal bei
einer Ausgangskonzentration von Enterobacter cloacae complex mit 1075,5 Kopien/ml
ein Ergebnis von 1077 Kopien/ml, statt den erwarteten 10"5 oder 1076 Kopien/ml,

beobachtet. Der Probenansatz 6 zeigte fehlerhafterweise 1-mal bei Proteus mirabilis
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mit einer Konzentration von 1077 Kopien/ml ein ,not detected“ an. Die restlichen 55
BAL-Probenkonstellationen wurden korrekt angegeben (150).

In der klinischen prospektiven Studie wurden im ersten Testdurchlauf 1796 von 1798
Proben (889 BAL- und 909 Sputum-Proben) untersucht. 1764 Proben ergaben ein
gultiges Resultat, wobei 25 der 32 zunachst als ungultig eingestuften Proben im
Nachhinein durch genugend Probenmaterial noch als gultig getestet werden konnten
(150).

Durch das Zentrallabor konnte ein Vergleich von 836 Sputum-Proben und 846 BAL-
Proben zum Biofire FilmArray® Pneumonia Panel plus erstellt werden. Die Probe
wurde als positiv gewertet, wenn der Nachweis ein hoheres Niveau als 1073,5 KBE/ml
aufwies. Sputum-Proben konnten mit einer Gesamtsensitivitat von 75% bis 100% und
BAL-Proben von 85,7% bis 100% nachgewiesen werden. Die BAL-Proben von
Acinetobacter calcoaceticus-baumannii, M. catarrhalis und Streptococcus agalactiae
nahm man aufgrund zu geringer Nachweiszahlen heraus. Zwischen 88,9% und 99,5%
wurden die Spezifitaten fur die Ubrigen Organismen in BAL- und Sputum-Proben
angegeben. Falsch negative Ergebnisse traten im Vergleich zur Referenzkultur selten
auf. Lediglich bis zu drei Proben fir einen Organismus und insgesamt 16 von 1682
getesteten Proben wiesen diese Ergebnisse auf. Falsch positive Ergebnisse kamen
bei 163 Ergebnissen von S. aureus und H. influenzae, 99 von M. catarrhalis und 95
von P. aeruginosa vor (150).

Bei einem positiven Ergebnis im FilmArray® Pneumonia Panel plus und einem
negativen Ergebnis im Zentrallabor wurde im ersten Schritt Uberprift, ob der als
negativ deklarierte Organismus unter der gesetzten Nachweisgrenze von 1073,5
KBE/ml lag. Ein unabhangiges Molekular-Assay zog man bei bestehendem
Unterschied hinzu. Bei persistierender Unstimmigkeit wurde das Ergebnis der SOC-
Kultur aus der Patientenakte der jeweiligen Standorte betrachtet. Man stellte 875
falsch-positive widerspruchliche Resultate von 1015 positiven Proben aus dem
FilmArray® Pneumonia Panel plus und dem Vergleichslabor fest. 220 (25,1%) Proben
detektierte man als vorhandene Organismen unter dem festgelegten
Referenzgrenzwert von 1073,5 KBE/ml. Die alternative molekulare Methode und die
Resultate aus der Patientenakte ergaben fur 652 (74,5%) Ergebnisse einen Nachweis
des vom Panel detektierten Erregers (150).

Bei den 16 falsch-negativen Ergebnissen konnten anhand des gleichen
Ablaufschemas die Organismen in 9 Proben Gber Molekular-Assays und in einer Probe

Uber die Patientenakte nachgewiesen werden. Die Diskrepanz wurde auf eine zu
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geringe Menge des Organismus (unterhalb des messbaren Grenzwertes des
FilmArray® Pneumonia Panel plus) zurickgefuhrt. Die Analyse von 5 falsch negativen
Proben ergab einen Fehler in der Referenz des Labors. Beim Nachweis eines
Klebsiella pneumoniae-Organismus lag vermutlich ein Probentausch oder ein
Dokumentationsfehler vor. 3 falsch positive Ergebnisse konnten nicht aufgeldst
werden. Es gab keinen Anhalt fur eine unspezifische Amplifikation des Biofire
FilmArray® Pneumonia Panel plus (150).

Das Biofire FilmArray® Pneumonia Panel plus-Ergebnis wurde zusatzlich mit den
Ergebnissen aus den SOC-Kulturen der Patientenakten analysiert. Dies geschah
unabhangig von den moglicherweise eingetragenen uneinheitlichen Mengenangaben,
wie beispielsweise ,wenig®, ,am haufigsten® oder ,2+“. Die Empfindlichkeit der Proben
ist geringer, da bei jeglichem gemeldeten SOC-Ergebnis das Analyt als positiv
angesehen wurde. Bei 59 falsch negativen Biofire FilmArray® Pneumonia Panel plus-
Ergebnissen konnten 34 Proben (57,6%) in der SOC-Kultur mit ,wenig“ nachweisbaren
Erregern detektiert werden. Eventuell lassen sich diese Unterschiede auf zu geringe
Organismenanzahlen zurlckfihren, die unterhalb des Grenzwertes fir das
Pneumonia Panel plus liegen. 12 (20,3%) Proben wurden nicht weiter kategorisiert, da
die Meldung mit relativen Mengenbeschreibungen, wie ,zuerst aufgeflhrt® oder
,mindestens drei“, stattfand (150).

Fur die quantitativen Analysen der typischen Bakterien wurden die quantitativen
Referenzkultur-Ergebnisse in 1-log-10-Bereiche angegeben. Die Ubereinstimmung mit
dem Biofire FilmArray® Pneumonia Panel plus fand statt, wenn am Ende des
Bereiches der gemeldete Bin-Wert lag. Beispielsweise liegt der quantitative
Referenzwert von 35.000 KBE/ml/ 3,5 * 10"4 zwischen einem Pneumonia Panel plus-
Wert von 10*4 und 1075 Kopien/ml. Bei Werten groRer als 106 KBE/ml lagen die
Konkordanzen beim Pneumonia Panel plus fur beide Probentypen bei 90,9% bis 100%
(150).

In 116 BAL- und 204 Sputum-Proben konnte S. aureus nachgewiesen werden. Es
wurde bei zusatzlichem Nachweis von mecA/C and MREJ in den Proben des Biofire
FilmArray® Pneumonia Panel plus Vergleiche mit den molekularen Tests
durchgefuhrt. Flr die BAL-Proben ergab sich ein positiver pradiktiver Wert von 88,9%
bzw. ein negativer pradiktiver Wert von 91,4% und fur die Sputum-Proben ein positiver
pradiktiver Wert von 95,9% bzw. ein negativer pradiktiver Wert von 87,5%. Bei 27 von
28 der falsch positiven bzw. falsch negativen Sputum- und BAL-Proben fand man in

unabhangigen molekularen Verfahren Hinweise auf das Vorhandensein von mecA/C
25



and MREJ. Durch fehlendes Restvolumen konnte eine Probe nicht Uberprift werden.
Die Kontrolle von S. aureus-lsolaten, die mit SOC- und quantitativen
Referenzmethoden untersucht wurden, zeigten bei nicht Ubereinstimmenden
Auswertungen, dass die Proben mit MRSA und MSSA polymikrobiell waren. Es gab
Analyte, die polymikrobiell mit anderen MRSA (Organismen mit mecA/C) waren und
ein MSSA mit leeren SCCmec (positiv fur mecA/C and MREJ, ohne MRSA). Dies ist
eine Erklarung fur die Nichtlibereinstimmung einiger polymikrobieller Proben. Die
MREJ-Sequenz einer falsch-negativen Probe enthielt eine Sequenz, welche keine
Reaktion beim Biofire FilmArray® Pneumonia Panel plus-MREJ-Primer auslost
(Gebrauchsanweisung gibt Einschrankung an) (150, 151).

Bei dem in der Studie verwendeten Biofire FilmArray® Pneumonia Panel plus konnten
6 Antimicrobial Resistance Gene, die mit Carbapenem- und Beta-Lactam-Resistenzen
in Verbindung stehen, nachgewiesen werden. Um weitere positive und negative
Ubereinstimmungen fiir das Antimicrobial Resistance Gene-Ziel zu erreichen, wurden
Proben gemald den Angaben in der Gebrauchsanweisung erfunden, da die
Gesamtpravalenz zu niedrig war (150, 151).

Die PCR und Sequenzierung dienten als Vergleichsmethoden flr die Interpretation von
Viren und atypischen Bakterien. Durch den fehlenden Nachweis von MERS-CoV
konnte der positive pradiktive Wert nicht errechnet werden. Der negative pradiktive
Wert wurde mit 100% angegeben. Bei Adenoviren lag der positive pradiktive Wert am
niedrigsten von allen Sputum-Proben bei 76,5% (ohne besondere Haufungen der
Unterschiede in den Altersgruppen). Der positive pradiktive Wert fur Adenoviren in
BAL-Proben betrug 100%. Bei Coronaviren wurde der niedrigste positive pradiktive
Wert (85,7%) in BAL-Proben angegeben. Die atypischen Bakterien konnten nur selten
nachgewiesen werden. Der positive und negative pradiktive Wert fur Mycoplasma
pneumoniae (haufigster Nachweis) lag fur beide Probentypen zwischen 87,5% und
100%. Unabhangige molekulare Assays konnten zum Uberwiegenden Teil die falsch
positiven sowie falsch negativen Proben detektieren. Diese Tatsache wird auf die zu
geringen Konzentrationen der Analyten unterhalb der moglichen Nachweisgrenze
zurickgefuhrt (150).

Bis auf wenige Organismen konnten die meisten Analyten detektiert werden. Die
Sensitivitaten ergaben fur 10 von 15 Proben in BAL- und Sputum-Proben mehr als
95%. Bei den restlichen 5 Analyten lagen die Empfindlichkeiten zwischen 75% und
91,7%. Mit mehr als 91% wies man die Spezifitat fir alle Organismen in beiden

Probentypen nach (150).
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In einer schwedischen Studie wurden 84 Laborproben (Sputum, BAL,
Luftrohrenabsaugungen) aus der Mikrobiologie mit V.a. eine Infektion der unteren
Atemwege von Juni bis September 2018 untersucht. Sowohl bei der Anlage einer
Kultur als Standardmethode als auch beim Biofire-Pneumonia-Panel-plus wies man H.
influenzae am haufigsten nach. Danach folgten Rhino-/Enteroviren, S. aureus und S.
pneumoniae. Die Ubereinstimmung eines in beiden Untersuchungsmethoden
nachgewiesenen Erregers betrug 86,0%. Wurde ein Erreger in einem Verfahren nicht
nachgewiesen, so stimmte dieses Ergebnis in 67,7% der Falle mit der anderen
Methode uUberein. 3 Proben mit positivem MRSA-Befund wies man mit der
Standardmethode und auch mit dem Pneumonia Panel plus nach. Weitere
Resistenzgene konnten nicht festgestellt werden. Die Menge an nachgewiesener
bakterieller DNA war bei allen Untersuchungen genauso hoch oder hoher im Vergleich
zur Standardmethode (152).

Auch in der Studie von Mitton, Rule und Said wurde die diagnostische Leistung des
Biofire Pneumonia Panel plus mit dem herkdmmlichen Kulturnachweis verglichen. Die
mit 59 Proben durchgefiihrte Studie wurde in Stidafrika vom November 2019 bis Marz
2020 durchgefuhrt. Es handelt sich zu 88,1% (n = 52) um Proben von Patienten aus
Intensivstationen. Die Gesamtsensitivitat fir den Bakteriennachweis im Assay betrug
92,0% (95% KI, 80,8% bis 97,8%), einer Gesamtspezifitat von 93,8% (95% Kl, 91,1%
bis 95,3%). Der positive Vorhersagewert liegt bei 46,9% (95% KI, 40,2 bis 53,8%) und
der negative Vorhersagewert bei 99,5% (95% Kl, 98,7% bis 99,8%) (153).

Die Studie hat 52 falsch positive Ergebnisse erzielt, wobei am haufigsten mit 13,6% (n
= 8) Klebsiella pneumoniae group vorkam. Man konnte nur 1 Probe mit atypischen
Bakterien identifizieren sowie 5 Proben mit Viren (4 Humanes Rhinovirus/Enterovirus,
1 Coronavirus und Parainfluenza Virus). Die Studie wies 7 (11,9%) CTX-M, 1 (1,7%)
mecA/C and MREJ, 8 (13,6%) NDM, 7 (11,9%) OXA-48 und 1 (1,7%) VIM
Resistenzgene nach. Die positive Ubereinstimmung betrug 100% (95% Kl, 81,5% bis
100,0%), die negative Ubereinstimmung 98,5% (95% KIl, 96,7% bis 99,4%). Bei den
Resistenzgenen kam es zu keinen falsch negativen sowie zu 6 falsch positiven
Ergebnissen (2 CTX-M, 1 NDM, 3 OXA-48). Die Zeitdifferenz zwischen dem Biofire
FilmArray® Pneumonia Panel plus und der Kultur lag bei 3705 Minuten (95% Ki, 3191
bis 4219 Minuten, P < 0,0001). Fur die Antibiotikaresistenzgen-Testung ermittelte man
eine separate Zeitdifferenz von 3805 Minuten (95% KI, 3038 bis 4573 Minuten, P <
0,0001). Am haufigsten wies man mit 30,5% A. baumannii complex nach. Es folgten

mit 25,4% Klebsiella pneumoniae group und mit 20,3% S. aureus (153).
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Die Ergebnisse der Studie sprechen dafir, dass das Biofire FilmArray® Pneumonia
Panel plus durchaus mit anderen Multiplex Respiratory-Plattformen mithalten kann
(153, 154). Die hohe Anzahl falsch positiver Ergebnisse kann madglicherweise durch
eine vorhergehende Antibiotika-Therapie beeinflusst worden sein. Es ist ebenfalls
moglich, dass das Assay kleinere Mengen eines Pathogens schon nachweisen kann,
was mit der herkdmmlichen Kultur nicht maglich ist (153).

Von Marz bis April 2019 wurden in einer koreanischen Studie 100 (99 nach Ausschluss
einer Probe) ETA- und Sputum-Proben mit dem Biofire FilmArray® Pneumonia Panel
plus untersucht (155). Als Vergleich diente das Standardverfahren zur Anzucht einer
Kultur im Labor (155, 156). Bei 64 Proben stimmten die positiven Nachweise im
FilmArray® Pneumonia Panel plus mit den Ergebnissen aus der mikrobiologischen
Kultur Uberein. Bei den negativen Ergebnissen waren es 26 Proben. Die haufigsten
Ubereinstimmungen bei den positiven Befunden traten bei Acinetobacter
calcoaceticus-baumanii complex (21/64 = 32,8%), P. aeruginosa (19/64 = 29,7%) und
S. aureus (16/64 = 25,0%) auf. Die Gesamtsensitivitat betrug 98,5% (95% KiI, 90,6%
bis 99,9%) sowie die Gesamtspezifitdt 76,5% (95% KI, 58,4% bis 88,6%). Die
Sensitivitat lag bei allen Erregern bis auf Klebsiella aerogenes bei 100%. Die Spezifitat
der einzelnen Bakterien erstreckt sich Uber 83,3% bis 99,0%. 5 Proben waren im
FilmArray® Pneumonia Panel plus positiv fur H. influenzae und 3 fur S. aureus, was
nicht durch die Kultur bestatigt werden konnte. Bei Durchfihrung einer zusatzlichen
Sequenzierung konnten 4 von 5 H. influenzae-Proben und 2 von 3 S. aureus-Proben
bestatigt werden. Das FilmArray® Pneumonia Panel plus wies 42 Antimicrobial
Resistence Genes nach. 21-mal konnte dabei mecA/C and MREJ, 16-mal CTX-M und
5-mal Carbapenemase-Gene (KPC, IMP, NDM, VIM) detektiert werden. In 17 von 18
Proben (94,4%) wurden durch das FilmArray® Pneumonia Panel plus Resistenzgene
erkannt, die auch im Antibiotikaempfindlichkeitstest positiv waren. 25 weitere
Resistenzgene sind zusatzlich nur durch das Panel nachgewiesen. Bei 20 von 25
Ergebnissen (80%) konnte das Resultat durch die Sequenzierung bestatigt werden
(155).
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3. Material und Methoden

3.1 Statistische Informationen
Zur Datenanalyse dient die Sensitivitat, Spezifitat, der positive und negative pradiktive
Wert, sowie die Signifikanz-Testung nach Kappa.
Des Weiteren werden Konkordanzen und die Cohens Kappa fur die Interrater-
Reliabilitat nach Byrd bestimmt:
k = < 0 > keine Ubereinstimmung (no agreement)
k =0 — 0,20 = schwache Ubereinstimmung (weak agreement)
k=0,21 — 0,40 > geringe Ubereinstimmung (slight agreement)
k=0,41-0,60 = zufriedenstellende Ubereinstimmung (satisfactory agreement)
k=0,61 — 0,8 > gute Ubereinstimmung (good agreement)
k=0,81 — 0,92 > sehr gute Ubereinstimmung (very good agreement)
k =0,93 — 1,0 > ausgezeichnete Ubereinstimmung (excellent

agreement) (157)

Die Datenanalyse wurde mithilfe von IBM® SPSS® Statistics Version 27 und
Microsoft® Excel® fur Microsoft 365 MSO durchgefuhrt.
Die Ergebnisse wurden mit — oder 0,000 bewertet, wenn keine positiven Nachweise

der Erreger ermittelt werden konnten.

3.2 Probenmaterialien

Das FilmArray® Pneumonia Panel plus untersucht BAL-ahnliche und Sputum-ahnliche
Proben (146).

Die Probenabnahme, -lagerung und der -transport laufen nach klinikinternen
Standards des mikrobiologischen Labors ab.

Die Sputum-Proben werden aus den tiefen Atemwegen durch Husten gewonnen. Dies
geschieht entweder spontan, nach tiefem Ein- und Ausatmen mit Einatmungspause
oder durch Applikation von ca. 25ml steriler, 3-6%iger NaCl-Lésung inhalativ (158,
159).

Zur Gewinnung von BAL-Proben wird das Bronchoskop so weit in das Lumen des
Bronchus vorgeschoben, bis die Spitze das Lumen abdichtet. AnschlieRend appliziert
man bis zu 160ml 0,9%-ige NaCl-Lésung und aspiriert diese wieder. Die zweiten und

dritten Aspirate werden verwendet. 3-4x1 ml/kg KG isotone Kochsalzlésung nutzt man
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in der Padiatrie zur Gewinnung von BAL-Proben. Es wird das komplette Aspirat
gesammelt und aus diesem werden dann einzelne Proben untersucht (158).

Bei Mini-BAL-Proben (zahlt zu den blinden invasiven Verfahren) werden 20-150ml
Kochsalzlésung Uber einen geschitzten Katheter appliziert. Die anschlielende
Aspiration erfolgt ohne Bronchoskop (158).

Nach dem Wechsel eines Trachealtubus kann durch einen sterilen Katheter eine ETA-
Probe gewonnen werden (158).

FUr die Probentyptestung bendtigt das FilmArray® Pneumonia plus Panel mindestens
0,2ml (200puL) (146).

3.3 Allgemeine Verfahrensweise vom FilmArray® Pneumonia Panel plus
Die Angaben zu der Verfahrensweise, der Qualitatsprifung und der
Ergebnisinterpretation vom FilmArray® Pneumonia Panel plus stammen aus den
Herstellerinformationen der Firma BioFire® by bioMérieux.
Zum Nachweis von Nukleinsauren aus verschiedenen Pathogenen dient ein
geschlossenes Einwegsystem. In dem FilmArray®-Gerat sind alle erforderlichen
Reagenzien zur Probenvorbereitung, fur die reverse Transkription, die PCR und zum
Nukleinsauren-Nachweis beinhaltet, um die Proben (BAL, mini-BAL, Sputum, ETA)
aus den unteren Atemwegen zu testen (146).
Das Probenmaterial wird mit Hydration Solution (Hydrierungslésung) und Sample
Buffer (Probenpuffer) in den Riegel eingespritzt. AnschlieBend wird der Riegel in das
FilmArray®-Gerat eingeklappt und ein Durchlauf, der ca. eine Stunde bendtigt,
begonnen (146).
Einzelne Schritte des FilmArray® Pneumonia Panel plus:

- Lysierung (mechanisch) der Probe (Bead Beating)

- durch  Magnetklgelchentechnik  werden  Nukleinsduren aus dem

Untersuchungsmaterial extrahiert und gereinigt
- die Nested Multiplex-PCR wird begonnen
o zunachst reverse Transkription mit einer einzelnen grol3volumigen
Multiplex-Reaktion
o gefolgt von mehreren Singleplex-PCR-Reaktionen der zweiten Stufe
(PCR2) zur Vermehrung des PCR1-Produktes
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- Nachweis durch Endpunkt-Schmelzkurvendaten zur Erzeugung eines
Ergebnisses fur jede Zielsequenz auf dem Array des FilmArray® Pneumonia
Panel plus

- fur den geschatzten Wert in Kopien/ml bei bakteriellen Proben werden vom
FilmArray® Pneumonia Panel plus-System auch Echtzeit-Amplifikationsdaten

aus Assays in Relation zu dem QSM im Riegel gesetzt (146)

3.4 Qualitatspriifung vom FilmArray® Pneumonia Panel plus

3.4.1 Prozesskontrolle
Gerateintern befinden sich 2 Prozesskontrollen:
1. RNA Process Control (RNA-Prozesskontrolle)
Bei diesem Kontroll-Assay wird ein RNA-Transskript aus Hefe
(Schizosaccharomyces pombe) erkannt. Diese liegt in gefriergetrockneter Form
im Gerat vor. Wenn der Riegel mit dem Kontrollmaterial beladen wird, kommt
es zur Rehydrierung der Hefe. Anschliel3end durchlauft die Probe samtliche
Schritte des Testprozesses. Mitinbegriffen sind dabei auch die Lyse, die
Nukleinsaure-Reinigung, die reverse Transkription, die PCR1, die Verdunnung,
die PCR2 und die DNA-Schmelzkurvenanalyse. Der Kontrollvorgang ist
erfolgreich, wenn der FilmArray® Pneumonia Panel plus-Riegel alle Stufen mit
der Kontrollprobe durchlaufen ist (146).
2. Quantified Standard Material (QSM) Control (Kontrolle von quantifiziertem

Standardmaterial)
Dieses Kontrollverfahren detektiert eine quantifizierte synthetische Standard-
Nukleinsaure. Die gesamten Schritte des Testprozesses werden im Anschluss
an die Probenlyse (Bead Beating) durchgefuhrt. Ziel der QSM-Kontrolle ist ein
Wert von ca. 10"6 Kopien/ml als Assay- und Bin-Ergebnis flr bakterielle
Analyte. Bei Anzeige eines positiven Resultates wird der Zielwert erreicht (146).

Das Kontrollverfahren ist erfolgreich, wenn die RNA-Prozesskontrolle und auch die

QSM-Control als positiv bewertet werden (146).

3.4.2 Systemleistungsiiberwachung

Sollte bei der RNA- (80,3 — 84,3°C) oder QSM- (82,7 — 86,7°C) Prozesskontrolle die
Schmelztemperatur aul3erhalb der gewlinschten Werte sein, schlagt der Durchlauf
automatisch durch die FilmArray®-Software fehl (146). Es ist fur die Kontroll-Assays
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mdglich, die Trenddarstellungen der Schmelztemperaturwerte abzurufen. Diese
konnen dann nach Standardlaborpraktiken zur Qualitatskontrolle aufgezeichnet
werden, sofern dies von lokalen, staatlichen oder Akkreditierungsorganisationen
angefordert wird (146, 160, 161).

3.5 Ergebnisinterpretation

3.5.1 Interpretation des Assays

Nach Abschluss der PCR2 analysiert das FilmArray® Pneumonia Panel plus-Gerat
eine DNA-Schmelzkurve der PCR-Produkte. Dabei wird in den einzelnen Vertiefungen
ein Fluoreszenzsignal erzeugt, welches vom Gerat gemessen wird. Sobald das
Schmelzprofil ein PCR-Produkt erkannt hat, wird durch die Software die Tm-Kurve
errechnet und mit dem fur das Assay vermuteten Temperaturbereich verglichen. Die
Schmelzkurve gilt als positiv, wenn durch die Nutzung der Software der Tm-Wert der
Kurve im assayspezifischen Tm-Bereich erfasst wird. Sollte die Software den Tm-Wert
der Kurve aulRerhalb des assayspezifischen Tm-Bereichs ermitteln, wird die Kurve als
negativ bewertet (146).

AnschlieRend beurteilt die Software bei positiver Schmelzkurve fur jeden Assay die
zwei Replikate. Voraussetzungen fir ein positives Assay-Ergebnis sind die positive
Bewertung der beiden betreffenden Schmelzkurven sowie die Ahnlichkeit der zwei
Schmelztemperaturen. Wenn einer dieser Punkte nicht erfullt wird, erscheint eine
Bewertung als negativ (146).

Um einen Naherungswert fur jedes Genziel zu erhalten, errechnet die Analysen-
Software diesen aus den Echtzeit-PCR-Amplifikationsdaten relativ zum QSM. Bei
einem zu geringen Wert (<1073,5 Kopien/ml) oder keiner messbaren Amplifikation
kommt es zu einer negativen Bewertung des Assay. Positiv gelten Werte 21073,5
Kopien/ml. Auf Grundlage dieser Analysen weisen die FilmArray® Pneumonia Panels
plus semiquantitativ Bakterien sowie ihre genomischen Kopien der Nukleinsauren pro
ml nach (146).

3.5.2 Interpretation der Organismus- und Antibiotikaresistenz-Gene

Die Ergebnisse des FilmArray® Biofire® Pneumonia Panel plus werden in Tabellen
der herkdbmmlichen mikrobiologischen Kultur gegenltbergestellt.

Das FilmArray® Pneumonia Panel plus analysiert alle positiven und negativen
Ergebnisse, die anschlieRend der Identifizierung spezifischer Bakterien, atypischer
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Bakterien, Viren und Antibiotikaresistenzgenen dient. Die Interpretation erfolgt auf
Basis eines Assayergebnisses (146).

Bakterien werden als ,detected® mit einem semiquantitativen Bin-Ergebnis
nachgewiesen oder als ,not detected“ gekennzeichnet. Damit kann die ungefahre
Anzahl der spezifischen Bakteriengenome aufgezeigt werden. Bei der logarithmischen
Angabe des Bin-Ergebnisses wird innerhalb des £0,5-log der Assaywert angegeben
(<1073,5 = ,not detected”; 21073,5 bis <10*4,5 = 10%4; 21074,5 bis <1075,5 = 10"5;
>1075,5 bis <1076,5 = 10"6; =21076,5 = =210"7) (146).

In der Interpretation von S. aureus besteht die Besonderheit, dass der FilmArray®
Pneumonia Panel plus-Riegel zwei unterschiedliche Assays (Saureus1 und Saureus2)
besitzt. Diese werden unabhangig voneinander durch die FilmArray® Software
interpretiert. Wird in beiden kein S. aureus nachgewiesen bzw. das Bin-Ergebnis
<10”3,5 sein, gilt das Assay als ,not detected“. Sollten ein oder beide Assays den
Nachweis mit Bin-Ergebnis erbringen, wird die Probe als ,detected” mit den
entsprechenden Kopien/ml angegeben (146).

Adenoviren werden von drei unterschiedlichen Assays (Adenovirus2, Adenovirus3,
Adenovirus7) im FilmArray® Pneumonia Panel plus erfasst, um alle Adenovirus-
Spezies und -Serotypen nachzuweisen. Die Interpretation der drei Assays ist nicht
voneinander abhangig. Adenoviren sind nachgewiesen (,detected“), wenn die
FilmArray®-Software ein oder mehrere Assay(s) als positiv interpretiert. Sollten alle
Assays als negativ bewertet werden, wird das Probenmaterial als ,not detected”
interpretiert (146).

Bei den MERS-CoViren gibt es zwei unterschiedliche Assays im FilmArray®
Pneumonia Panel plus. Die beiden Assays werden unabhangig voneinander bewertet.
Das eine Assay weist das Membranprotein (M)-Gen (MERS1 Assay) und das andere
Assay das Envelope (E)-Gen (MERS2 Assay) nach. Beim Nachweis der MERS-
CoViren in beiden Assays, gilt die Probe als ,detected”. Sollten beide Proben als
negativ interpretiert werden, wird das Material als ,,not detected” gekennzeichnet. Eine
erneute Testung ist bei der Bewertung als ,Equivocal“ (mehrdeutig) notwendig. Beim
Nachweis vom MERS-CoV in nur einer der beiden Proben ist das der Fall (146).

Far den Nachweis von Antibiotikaresistenzgenen bendtigt das FilmArray® Pneumonia
Panel plus ein passendes Tragerbakterium, das die Nachweisgrenze von =21073,5
Kopien/ml  Uberschritten hat. Die passenden Tragerbakterien zu den
Antibiotikaresistenzgenen sind in Tabelle 5 aufgefiihrt. Bei dem Nachweis eines

passenden Bakteriums und dem Antibiotikaresistenzgen im Assay wird der Test als
33



,detected“ gewertet. Wenn ein passendes Bakterium, aber kein korrespondierendes
Antibiotikaresistenzgen nachgewiesen wird, gilt die Probe als ,,not detected®. Sollte ein
passendes Bakterium als ,not detected” bewertet werden, wird unabhangig vom
Resultat des Antibiotikaresistenzgen-Assays die Probe als N/A (k.A.) aufgeflhrt. Es
gibt fur jedes Antibiotikaresistenzgen ein einzelnes entsprechendes Assay. Die
Ausnahme bildet das mecA/C and MREJ-Ergebnis. Dieses ist von dem mecA/C- und
dem MREJ-Assay abhangig. Die Besonderheiten sind in Tabelle 6 zusammengefasst.
Als MRSA-Indikator dient ein positiver Nachweis von S. aureus als auch von mecA/C
and MREJ (146).

Tabelle 5 Antibiotikaresistenzgene mit zugehdrigen Bakterien als Trager

mecA/C und MREJ S. aureus

Acinetobacter calcoaceticus-baumannii

complex
Enterobacter cloacae complex
CTX-M m— .
Escherichia coli
IMP :
Klebsiella aerogenes
KPC
Klebsiella oxytoca
NDM
Klebsiella pneumoniae
VIM

P. aeruginosa

Proteus spp.

Serratia marcescens

Enterobacter cloacae complex

Escherichia coli

Klebsiella aerogenes
OXA-48-ahnlich Klebsiella oxytoca

Klebsiella pneumoniae group

Proteus spp.

Serratia marcescens

(146)
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Tabelle 6 Interpretation verschiedener S. aureus Ereignisse in Verbindung mit den

Resistenzgenen mecA/C and MREJ

S. aureus ,Detected”
mecA/C and ,detected” Positiv Positiv
,Detected*”
MREJ
S. aureus ,Detected”
mecA/C and ,detected” Positiv Negativ
,nhot detected”
MREJ
S. aureus ,Detected”
mecA/C and ,2detected” Negativ Positiv
,nhot detected”
MREJ
S. aureus ,hot detected”
Jedes Jedes
mecA/C and ,nhot detected”
N/A (k.A.) Ergebnis Ergebnis
MREJ
(146)

Der Nachweis einer Antibiotikaresistenz (,detected”) lasst keine Verbindung zu einem
entsprechenden Bakterium zu, wie in Tabelle 5 dargestellt. Um eine
Antibiotikaempfindlichkeit aus den Isolaten nachzuweisen, ist das Anlegen einer

mikrobiologischen Kultur notwendig (146).

3.5.3 Ergebnisbericht des FilmArray® Pneumonia Panel plus

Im Anschluss an den Durchlauf wird ein in 3 Abschnitten geteilter Testbefund
angezeigt. Dieser ist unterteilt in Run-Information (Laufinformation), Detection-
Summary (Nachweistiberblick) und Result-Summary (Uberblick der Ergebnisse) (146).
In den Run-Information werden Sample ID (Nummer der Probe), Protocol
(Materialtyp), Pouch Type (Paneltyp), Controls (Passed — bestanden, Failed — nicht
bestanden, Invalid - ungultig), Run-Status (Laufstatus -
Completed/Incompleted/Aborted), Run-Date  (Datum und Uhrzeit  der
Testdurchfuhrung), Serial No. (Nummer der Serie), Lot. No. (Nummer der Charge),
Operator (Testdurchfuhrer) und Instrument (Error — Fehler des Gerates,

Communication Error — Kommunikationsfehler des Gerates, Software Error — Fehler
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der Software) aufgeflihrt. ,Passed” bedeutet, dass der Durchlauf mit Erfolg beendet
wurde und die zwei Pouchkontrollen erfolgreich waren. Wird ,Failed” angezeigt, kam
es zum zielfUhrenden Durchlaufen der Probe, aber bei mindestens einer
Pouchkontrolle (RNA- oder QSM-Kontrolle) ist ein Fehler aufgetreten. Invalid bedeutet,
dass der Durchlauf nicht erfolgreich abgeschlossen wurde (146).

Im Bereich Detection Summary sind die nachgewiesenen (,detected”) Resultate des
Durchlaufs aufgefuhrt. Die Kategorien bestehen aus den ,Bacteria® mit dem Bin in
copies/ml, den ,Antimicrobial Resistance Genes®, den ,Atypical Bacteria“ und den
,Viruses®. Findet kein Nachweis in einer der Kategorien statt, steht in dem jeweiligen
Bereich: ,detected: none“. Es kann in der Kategorie Antimicrobial Resistance Genes
bei MERS-CoV zusatzlich zum Ergebnis ,equivocal® (mehrdeutig) kommen. Dies
resultiert aus einer Kombination der positiven und negativen Assay-Ergebnisse flr
MERS-CoV, das fur uneindeutig befundet wird. ,Invalid“ (ungultig) erscheint bei nicht
erfolgreich abgeschlossenem Durchlauf. Das Ergebnis ,k.A.“ kann nur bei
Antibiotikaresistenzgenen angezeigt werden. Es folgt bei Nachweis eines
Antibiotikaresistenzgens mit negativem Resultat eines dem Antibiotikaresistenzgen-
entsprechenden Organismus/-men (146).

In dem Abschnitt Result-Summary sind alle vom FilmArray® Pneumonia Panel plus
erfassbaren Organismen (bei Bacteria mit Bin-Ergebnis in Kopien/ml) und
Antimicrobial Resistance Genes aufgelistet. Die Ergebnisse werden wie im Absatz
Detection-Summary angezeigt. Zusatzlich steht vor den nicht nachgewiesenen, aber

aufgefuhrten Organismen und Antimicrobial Resistance Genes ,not detected” (146).

3.6 Verfahrensweise des mikrobiologisch-kulturellen Vergleichs

3.6.1 Aligemeine Untersuchung durch Mikroskopie und Kultur

Sputum-, Bronchialsekret- und Trachealsekretproben werden bei 80- bis 100-facher
VergroRerung in 5 Gesichtsfeldern untersucht. Man beurteilt die Anzahl an
Plattenepithelzellen, Granulozyten und Makrophagen je Gesichtsfeld. In der Tabelle 7
ist die Qualitatsbewertung von Sputumproben anhand der Zytologie zu erkennen (158,
162). Bei einer Immunsuppression, Mukoviszidose oder einem V.a. Legionellen-,
Tuberkulose-, Schimmelpilz- und Mykoseninfektion (die nicht in Europa ihren Ursprung

haben) sind diese Kriterien ungeeignet (158).
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Tabelle 7 Sputumprobenbewertung anhand der Zytologie

>25 <10 vorzugsweise geeignet
>25 10-25 geeignet
<25 <25 begrenzt geeignet
>25 >25 begrenzt geeignet
10-25 >25 ungeeignet
<10 >25 ungeeignet
(158, 163)

Werden in BAL- und Mini-BAL-Proben ein relativer Anteil von >20% Granulozyten im
Untersuchungsmaterial gefunden, so weist dies auf eine Infektion hin. Eine virale,
mykotische oder Protozoen-Infektion kann bei einer Lymphozytenvermehrung von
uber 10% angenommen werden (158, 164).

Zum Anlegen einer Kultur benutzt man die Basiskultur (bluthaltiges Agarmedium,
kochbluthaltiges  Agarmedium, selektiver Laktose-Indikator-Agar) und/oder
Spezialkulturmedien (Mannitol-Kochsalz-Agar und chromogene ,MRSA-Platten®,
Sabouraud-Agar, Spezialmedien bei Mukoviszidose, Legionellen-Agar,
Mykoplasmen/Ureaplasmen-Agar und Medien fur besondere Erreger). Die Kultur wird
Uber einen fraktionierten 3-Osen-Ausstrich (semiquantitativ) auf der gesamten Platte
verteilt (158, 162, 164). Nach 12-,18- und 48-stlndiger Kultivierung (bis zu 4 Wochen)
beurteilt man die Platte mit 30 bis 300 Kolonien (158, 164, 165).

Zur besseren Beurteilung von Sputumproben werden eitrige Proben, welche teilweise
noch homogenisiert werden mussen, in der Mikroskopie und der Kultur untersucht.
Trachealsekret und Bronchialsekret wird fur eine Minute mit Vortexen gemischt und
nur bei sehr viskdsen Proben homogenisiert. Bei den BAL- und Mini-BAL-Proben
versucht man bei ausreichendem Untersuchungsmaterial die Proben in Mikroskopie
und Kultur (Sediment nach Zentrifugation) zu beurteilen. Antigen-, Antikérper- und
molekulargenetische Nachweise kdnnen bei persistierenden Infiltraten genutzt werden
(158).

Im Anhang 1 befindet sich eine Ubersicht mit der Tabellenbeschreibung
,Mikroskopische und Kkulturelle Untersuchungen bei der Diagnostik von tiefen

Atemwegserkrankungen (nach Martina Kerwat 2010)“. Diese Tabelle zeigt die
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verschiedenen Probenmaterialen mit den mdglichen entsprechenden Platten zum
Erregernachweis (158).

Kommt es zu einem negativen Kulturergebnis, ist das Vorliegen einer Pneumonie (evitl.
auch atypischer Keime oder Viren) dennoch mdglich. Beim Nachweis von Erregern
unter der Schwellenkonzentration besteht bei entsprechender Grunderkrankung oder
vorher erfolgter Antibiotikatherapie trotzdem eine mdgliche klinische Relevanz.
Gekennzeichnet wird dieser Fall durch das Labor mit dem ,Erregernamen — 10*3/ml
in Reinkultur vorliegend” (162, 164, 166, 167).

3.6.2 Besonderheiten bei der Untersuchung von CF-Patienten

Bei der Entnahme von Proben ist auf einen ausreichenden Abstand zur letzten
Antibiose zu achten (bzw. Entnahme vor nachster Gabe) (94, 168, 169). Bei CF-
Patienten nimmt man je nach Fragestellung und Fahigkeit zum Auswurf
unterschiedliche Proben zur mikrobiologischen Untersuchung (94, 170). Zur
Diagnostik dienen Sputum, induziertes Sputum, tiefer Rachenabstrich und die BAL
(94, 107). Induziertes Sputum stellt die Besiedlung der tiefen Atemwege im Vergleich
zur BAL besser dar. Die schwierige mikrobiologische Infektionsdiagnostik von
Mukoviszidose-Patienten wird durch ein gesondert unterwiesenes Team mit dem Ziel,
samtliche mukoviszidosetypische/ relevante Erreger und Resistenzen zu erfassen,
durchgefuhrt (94, 171). Diese Grunderkrankung bringt ein anspruchsvolles
Erregerspektrum (hohe Keimkonzentration, Mischkulturen ahnlicher Spezies bzw.
seltener Pathogene) mit sich (94, 107, 168-170). Bei Exazerbationen oder fehlendem
Nachweis von Pathogenen bei Infektanzeichen wird die Basisdiagnostik ausgeweitet.
Die Zeiten fur die Erregeranzucht werden fur CF-Patienten verlangert. Aufderdem ist
es notwendig fur S. aureus, H. influenzae, P. aeruginosa, B.-cepacia-Komplex und
Pilze Selektivmedien anzulegen (94).

Da das Sputum von Mukoviszidose-Erkrankten viel viskdser als das eines Gesunden
ist und die Keime darin unterschiedlich verteilt sind, homogenisiert man das Sputum
vor den Untersuchungen. Bei adulten Erkrankten ist die Qualitdt des Sputums
hinsichtlich Plattenepithel- und Granulozytenzahl je Gesichtsfeld von geringerem
Stellenwert (94, 172-174). Bei zu geringem Auswurf von Mukoviszidose-Patienten wird
ein tiefer Rachenabstrich durchgefiihrt sowie ein Agarmedium uUber einen 3-
Osenausstrich kultiviert (94).
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Die Agarmedien der Basiskultur umfassen immer 6 ganz angelegte Platten (siehe
Tabelle 8) (94).

Tabelle 8 Ubersicht Agarmedien mit zugehdrigen Keimnachweisen

S. pneumoniae, 3-hamolysierende
Streptokokken, M. catarrhalis, S.
Bluthaltiges Agarmedium aureus, P. aeruginosa, Nonfermenter,
Schimmelpilze, haufige Mukoviszidose-

Leitkeime

_ . H. influenzae, S. aureus, P. aeruginosa,
Kochbluthaltiges Agarmedium _ _
Nonfermenter, Schimmelpilze

Gramnegative Erreger (P. aeruginosa,
Laktose-Indikator-Agar Achromobacter xylosoxidans, andere

Nonfermenter, Enterobacterales)

S. aureus-Selektivagar (CF-spezifisch) S. aureus, S. aureus-SCV
B. cepacia-Selektivagar (CF- B. cepacia-Komplex, Pandoraea spp.,
spezifisch) Schimmelpilze, Exophiala dermatitidis
Universelles Pilzmedium (CF- Schimmelpilze (Aspergillus spp.),
spezifisch) Candida spp., Exophiala dermatitidis
(94)

Die Platten werden fur mindestens 48 Stunden (signifikant besser: >5 Tage) bei 36 +
1°C bebrutet. Bei einer Bebrutungszeit des B. cepacia-Selektivagars von 10 Tagen ist
ein positives Ergebnis flr schnell wachsende nicht-tuberkuldse Mykobakterien
moglich. Die Inkubation fur das Pilzmedium betragt mind. 10 Tage (94).

Im Anhang 2 befindet sich eine Ubersicht zu den ,Kulturmedien und
Untersuchungsverfahren zum Nachweis CF-relevanter Leitkeime® (94).

Es gibt keine Empfehlung zu den Untersuchungen auf Kombinationen von Antibiotika
oder die Biofilm-basierte Testung (94, 175, 176). Durch die unterschiedlichen, oft
multiresistenten Nonfermenter, die langsam wachsenden und angepassten P.
aeruginosa-Spezies und die seltenen S. aureus-Erscheinungsformen ist die sichere
Empfindlichkeitstestung oft nur bedingt mdglich. Eine Resistenztestung von P.

aeruginosa sollte aufgrund schwankender Resultate daher nicht bei jeder Testung
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erfolgen (94, 177, 178). Eine Untersuchung mindestens alle 3 Monate unter MRGN-
Klassifikations-Berucksichtigung ist ausreichend. Wenn eine Empfindlichkeitstestung
stattfindet, werden samtliche Phanotypen und Resistenzen aller gefunden pathogenen
Bakterien (z.B. P. aeruginosa, S aureus, H. influenzae, Enterobacterales) untersucht
(94, 179). Das Standardverfahren zur Resistenztestung bei P. aeruginosa ist die
Mikrodilution mit einer erweiterten Bebritungszeit bis 48 Stunden (94). Ein falsches
Ergebnis bei der Empfindlichkeitsprifung liefern oft inaktive P. aeruginosa-
Erscheinungsformen, B. cepacia-Komplex oder seltene Mukoviszidose-typische
Nonfermenter (94, 180-182).
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4. Ergebnisse

4.1 Die Studienpopulation

Die Erfassung der 174 Panel-Proben bezog sich auf den Zeitraum vom 24.04.2019 bis
zum 31.12.2020. Bei der Analyse des FilmArray® Pneumonia Panel plus wurden 170
Patienten mit einbezogen. 4 Probenergebnisse mussten wegen fehlender Zuordnung
zu den jeweiligen Patienten ausgeschlossen werden. 7 Proben wurden von dem Gerat
als ,invalid“ bewertet und fallen somit aus der Gesamtbetrachtung heraus. Insgesamt
standen 163 Proben flr die Analyse zur Verfigung. Die Studienpopulation setzte sich
aus den Patienten der Kinderklinik der Universitatsmedizin Mainz zusammen, bei
denen eine FilmArray® Pneumonia Panel plus-Diagnostik durchgefuhrt wurde. Zu den
Untersuchten zahlten ambulant und stationar betreute Mukoviszidose-Patienten der
padiatrischen Pneumologie, sowie Patienten der interdisziplinaren
Kinderintensivstation (Abb. 1).

potentielle Studienproben
N =174

Ausschlusskriterien:

fehlende Zuordnung der

Probe zu einem Patienten

potentielle Studienproben

N=170 Ausschlusskriterien:

Bewertung der Probe mit

Jnvalid®

Studienproben
N =163

(Abb. 1 Flowchart Gber Ausschlusskriterien der Studienteilnehmer bei

fehlender Proben-Patienten-Zuordnung und der Bewertung ,Invalid®)
Es wurden insgesamt 115 Sputum- und 37 BAL-Proben untersucht. Bei 11
Untersuchungsmaterialien handelte es sich um Rachen-, Pleura oder perihepatischer

Flussigkeit (Tabelle 9).

Tabelle 9 Probenarten

Anzahl 115 37 7 3 1
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Das Probenmaterial stammte von 52,1% (N = 85) mannlichen und 47,9% (N = 78)
weiblichen Patienten. Bei der Analyse wurden 55 Proben von Patienten mit
Mukoviszidose, 4 Proben von Patienten mit PCD und eine Probe von einem Patienten
mit Kartagener-Syndrom untersucht. Bei 15 Patienten war zum Zeitpunkt der
Datenerhebung die medizinische Dokumentation des Aufenthaltes noch nicht
endglltig abgeschlossen (vorlaufige Arztbriefe). 27 Proben wurden bei ambulant
behandelten Patienten gewonnen und 136 Proben von Patienten mit einem

stationaren Aufenthalt (Tabelle 10a).

Tabelle 10a Beschreibung des Patientenkollektivs

m: 85
(52,1%) 27 (16,6%) /
Anzahl 55/163 1/163 4/163
w: 78 136 (83,4%)
(47,9%)

Das Patientenalter liegt zwischen 0 bis 58 bei einem Median von 14,0 Jahren und die
Mediane Liegezeit der Patienten lag bei 12,5 Tagen. Weitere klinische Merkmale sind
in der Tabelle 10b dargestellt.

Tabelle 10b Weitere klinische Merkmale des Patientenkollektivs

Median

(Minimum-Maximum)

14,0 (0—58) | 37,10 (34,4 — 40,4) | 12,50 (1 — 242)

4.1.1 Ergebnisse im Biofire FilmArray® Pneumonia Panel plus

In der Tabelle 11 werden die entsprechenden Positiv- und Negativergebnisse von
Bakterien, atypischen Bakterien, Resistenzgenen und Viren mittels FilmArray®
Pneumonia Panel plus dargestellt. 32 Proben brachten keinen Erregernachweis. Am
haufigsten konnte eine Kolonisation mit einem oder mehreren Bakterien (112 positive

Proben) nachgewiesen werden.
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Tabelle 11 Ubersicht von Erregernachweisen durch das Pneumonia Panel plus

Positivhachweise

131/163

80,4%

Negativhachweise

32/163

19,6%

Positiv 111/163 68,1%
- Positivproben von atypischen Bakterien® 3111 2,7%
Negativ 52/163 31,9%
Positiv 22/163 13,5%
Negativ 141/163 86,5%
Positiv 63/163 38,7%
Negativ Bakterien 100/163 61,3%

a Zu den atypischen zahlen Chlamydia pneumoniae, Legionella pneumophila,

Mycoplasma pneumoniae

In der Tabelle 12 sind alle positiv nachgewiesenen Bakterien aufgelistet, welche vom

Panel nach den Ausschlusskriterien der Abb. 1 detektiert wurden. Es konnten 208

Bakterien bei 163 Proben mit dem Biofire® Pneumonia Panel plus nachgewiesen

werden. Am haufigsten traten S. aureus- und P. aeruginosa-Bakterien, gefolgt von H.

influenzae-Bakterien auf. In 3 Proben wurden atypische Erreger fir Pneumonien

detektiert (einmalig Legionella pneumophila sowie zweimalig Mycoplasma

pneumoniae) (Tabelle 12).



Tabelle 12 Nachgewiesene Bakterien im Biofire® Pneumonia Panel plus

Gesamtnachweise 208

S. aureus 63 30,3%
P. aeruginosa 46 221%
H. influenzae 22 10,6%
S. pneumoniae 18 8,7%
M. catarrhalis 10 4,8%
Streptococcus agalactiae 9 4,3%
Escherichia coli 7 3,4%
Klebsiella pneumoniae group 7 3,4%
Enterobacter cloacae complex 5 2,4%
Klebsiella oxytoca 5 2,4%
Streptococcus pyogenes 5 2,4%
Serratia marcescens 4 1,9%
Proteus spp. 3 1,4%
Acinetobacter calcoaceticus-baumannii

complex 1 0.5%
Klebsiella aerogenes 0 0,0%

Mycoplasma pneumoniae 2 1,0%
Legionella pneumophila 0,5%
Chlamydia pneumoniae 0 0,0%
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Nachgewiesene
Bakterien

Escherichia coli

¥ Haemophilus influenzae

M Klebsiella pneumoniae group

W Moraxella catarrhalis

M Pseudomonas aeruginosa

M Staphylococcus aureus

M Streptococcus agalactiae

M Streptococcus pneumoniae
Weitere: Acinetobacter
calcoaceticus-baumannii,
Enterobacter cloacae complex,
Klebsiella oxytoca, Proteus
spp., Serratia marcescens,
Streptococcus pyogenes,
Legionella pneumaphila,
Mycoplasma pneumaniae

(Abb. 2 Kreisdiagramm zur Darstellung der Bakteriennachweise im Biofire®

Pneumonia Panel plus)

Es wurden insgesamt 23 Resistenzgene vom Biofire® Pneumonia Panel plus
detektiert. Am haufigsten trat das mecA/C and MREJ-Gen auf. Des Weiteren konnten
noch 3 CTX-M- und 1 OXA48-like-Resistenzen nachgewiesen werden (Tabelle 13).

Tabelle 13 Nachgewiesene Resistenzgene im Biofire® Pneumonia Panel plus

Gesamtnachweise 23

mecA/C and MREJ 19 82,6%
CTX-M 3 13,0%
OXA-48-like 1 4,3%
IMP 0 0,0%
KPC 0 0,0%
NDM 0 0,0%
VIM 0 0,0%
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Nachgewiesene
Resistenzgene

WCTX

M mecA/C und MREJ
M OXA-48-like

(Abb. 3 Kreisdiagramm zur Darstellung der Resistenzgennachweise

im Biofire® Pneumonia Panel plus)

Im Panel konnten 73 Viren nachgewiesen werden. Mit 40 (54,8%) Nachweisen wurde
das Human Rhinovirus/Enterovirus am haufigsten detektiert. Das Parainfluenza Virus

trat mit 11 Nachweisen am zweithaufigsten auf (Tabelle 14).

Tabelle 14 Virusnachweise durch das Biofire® Pneumonia Panel plus

Gesamtnachweise 73

Human Rhinovirus/Enterovirus 40 54,8%
Parainfluenza Virus 11 15,1%
Coronavirus 6 8,2%
Adenoviren 5 6,8%
Respiratory Syncytial Virus 5 6,8%
Human Metapneumovirus 4 5,4%
Influenza A 2 2,7%
Influenza B 0 0,0%
Middle East Respiratory Syndrome Coronavirus (MERS-CoV) 0 0,0%
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nachgewiesene Viren

Adenavirus
M Coronavirus
M Human Metapneumovirus
M Human Rhinovirus/Enterovirus
W influenza A
M influenza B
Middle East Respiratary
M Syndrome Coronavirus (MERS-
CaoV)
W Parainfluenzae Virus
"I Respiratory Syncytial Vrus

(Abb. 4 Kreisdiagramm zur Darstellung der Virennachweise im Biofire®

Pneumonia Panel plus)

4.1.2 Ergebnisse in der konventionellen Mikrobiologie

In der Tabelle 15 werden die in der konventionellen mikrobiologischen Kultur
nachgewiesenen Erreger nach Abb. 1 dargestellt. Insgesamt konnten in der
mikrobiologischen Kultur 145 Bakterien bestimmt werden. Davon waren 122
Bestandteile des FilmArray® Pneumonia Panel. Es wurden 23 bakterielle Erreger in
der gesamten Studienpopulation kulturell ermittelt, die im FilmArray® Pneumonia
Panel plus nicht enthalten sind, wobei es sich vor allem um Stenotrophomonas

maltophilia und A. xylosoxidans handelt (Tabelle 15).

47



Tabelle 15 Nachgewiesene Bakterien in der mikrobiologischen Kultur

Gesamtnachweise 145 (79)

Gesamtnachweise 122 (67)
S. aureus 45 (30) 36,9%
P. aeruginosa 43 (30) 35,2%
H. influenzae 7 (1) 5,7%
Escherichia coli 5 (0) 4.1%
Klebsiella pneumoniae group 5(1) 4,1%
Enterobacter cloacae complex 3 (1) 2,5%
M. catarrhalis 3 (0) 2,5%
Proteus spp. 3 (2) 2,5%
Serratia marcescens 3 (1) 2,5%
S. pneumoniae 3 (0) 2,5%
Streptococcus agalactiae 1(0) 0,8%
Streptococcus pyogenes 1(1) 0,8%
Acinetobacter calcoaceticus-baumannii
0 (0) 0,0%
complex
Klebsiella aerogenes 0 (0) 0,0%
Klebsiella oxytoca 0 (0) 0,0%
Chlamydia pneumoniae 0 (0) 0,0%
Legionella pneumophila 0 (0) 0,0%
Mycoplasma pneumoniae 0 (0) 0,0%
| Nicht vom Biofire® Pneumonia Panel plus nachweisbare Bakterien |
Gesamtnachweise 23 (12)
Stenotrophomonas maltophilia 7 (2) 30,4%
A. xylosoxidans 5(4) 21,7%
Mycobacterium abscessus 2 (0) 8,7%
Acinetobacter maltophilia 1(0) 4,3%
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Actinomyces odontolyticus 1(0) 4,3%
Aeromonas hydrophila complex 1(0) 4,3%
B. cepacia complex (Nonfermenter) 1(1) 4,3%
Inquilinus limosus (Nonfermenter) 1(1) 4,3%
Lautropia mirabilis 1(1) 4,3%
Mycobacterium avium 1(1) 4,3%
Pandoraea species (Nonfermenter) 1(1) 4,3%
Providencia rettgeri 1(1) 4,3%

Die durchschnittliche Dauer bis zum endgultigen Ergebnis einer mikrobiologischen
Kultur betrug ca. 7,22 Tage bei einem Median von 4,00 Tagen. Das frihestmdgliche
mikrobiologische Ergebnis wurde nach einem Tag durch ein von dem
mikrobiologischen Institut durchgefuhrten PCR-Verfahren ermittelt. Die Dauer der
anderen Ergebnisse lag zwischen 2 Tagen bis maximal 57 Tagen nach
Probenabnahme (Tabelle 16).

Tabelle 16 Dauer der konventionell durchgefuhrten mikrobiologischen Diagnostik

Dauer der mikrobiologischen Kultur (in Tagen) 7,22 4,00 1 57

4.2 Gegeniiberstellung des Biofire® Pneumonia Panel plus mit der
konventionellen Mikrobiologie

Fir den Vergleich zwischen dem FilmArray® Pneumonia Panel plus und der
konventionellen Mikrobiologie mussten alle Proben ausgeschlossen werden, bei
denen keine mikrobiologische Kultur untersucht wurde. Des Weiteren wurden nur
Proben erfasst, bei denen die Zeitdifferenz zwischen der Probenabnahme fur das
Panel und der Probenabnahme fir die herkdbmmliche Mikrobiologie weniger als 96h
betragt (Abb. 5).
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potentielle Studienproben
N =163

Ausschlusskriterien:

Keine mikrobiologische

Referenzprobe

potentielle Studienproben

MR Ausschlusskriterien:
Zeitdifferenz = 96h
zwischen Panel und

Studienproben mikrobiologischer Kultur

N =130

(Abb. 5 Flowchart Uber Ausschlusskriterien der Studienteilnehmer ohne

mikrobiologische Referenzkulturen und einer Zeitdifferenz von = 96h)

Nach den Ausschlusskriterien der Abb. 5 ergab sich flr die Gegenlberstellung vom
Biofire FilmArray® Pneumonia Panel plus mit der mikrobiologischen Kultur die
folgende Zusammensetzung der Studienpopulation. Es wurden 69 (53,1%) mannliche
und 61 (46,9%) weibliche Patienten-Proben mit der herkdmmlichen Mikrobiologie
verglichen. Es handelte sich um Proben von 45 Mukoviszidose-, 4 PCD- und einem
Kartagener-Syndrom-Patienten. Bei 12 Proben gab es zum Zeitpunkt der Auswertung
vorlaufige Arztbriefe. Die untersuchten Materialien stammen von 24 (18,5%)
ambulanten und 106 (81,5%) stationaren Patienten.

Die mikrobiologischen Vergleichsproben wurden mit ,not detected” bewertet, wenn in
der Kultur ein Bakterium nachgewiesen wurde, welches vom FilmArray® Pneumonia

Panel plus nicht erfasst werden konnte.
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4.2.1 Vergleich der bakteriellen Nachweise

In den Tabellen 17 und 18 sind die Panel-Ergebnisse den mikrobiologischen
Untersuchungsergebnissen gegenubergestellt. Anhand dieser Resultate wurden fur
die Gesamtnachweise und die einzelnen Erreger hinsichtlich der Sensitivitaten,
Spezifitaten, positiven und negativen pradiktiven Werte sowie die Signifikanzen
bestimmt.

In den Tabelle 17 ist die Berechnung der Konkordanz und des Kappa-Wertes fur die
Gesamtnachweise dargestellt. Die Ergebnisse wurden als konkordant bewertet, wenn
der Bakteriennachweis im Panel mit der mikrobiologischen Kultur Gbereinstimmte. Die
Konkordanz betrug 95,75%. Die Ubereinstimmung konnte mit ,gut‘ bewertet werden
(Tabelle 17).

Tabelle 17 Ubersicht aller Gesamtnachweise mit Konkordanzen und Kappa-
Werten

Gesamt-

139/172 | 2226/2298 | 72/2298 | 33/172 95,75% 0,703 <0,001

nachweise

a Konkordanzen errechnet als Quotient aus der Summe der richtigen Ubereinstimmungen aus
nachgewiesenen und nicht nachgewiesenen Bakterien im Panel sowie aller Nachweise aus Panel
und der mikrobiologischen Kultur

b Kappa-Wert als Bewertung fiir die Aussagekraft der Konkordanz

Folgende Positivbefunde konnten in signifikanter Héhe bei gentigend Nachweisen
erhoben werden: Escherichia coli, H. influenzae, Klebsiella oxytoca, Klebsiella
pneumoniae group, M. catarrhalis, Proteus spp., P. aeruginosa, Serratia macescens,
S. aureus, S. pneumoniae und Streptococcus pyogenes. Die Sensitivitat lag bei
Escherichia coli, H. influenzae, M. catarrhalis, Proteus spp., P. aeruginosa, S. aureus,
S. pneumoniae und Streptococcus pyogenes bei Uber 80%. In allen bakteriellen

Nachweisen waren die Spezifitaten bei Uber 85% (Tabelle 18).
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Tabelle 18 Darstellung der Sensitivitaten, Spezifitaten, positiven und negativen

pradiktiven Werte aller bakteriellen Erreger beim Vergleich vom Biofire® Pneumonia

Panel plus Proben mit der herkdmmlichen Mikrobiologie

Acinetobacter
calcoaceticus-
- 0 0 130 - 100% - 100% -
baumannii
complex
Enterobacter 98,4% 98,4%
cloacae 1 2 125 33,3% (95,8- 33,3% (95,9- 0,068
complex 100%) 100%)
99,2%
Escherichia coli 5 1 124 100% (97,2- 83,3% 100% <0,001
100%)
85,7% 92, 7% 40,0% 99,1%
H. influenzae 6 9 114 (48,7- (87,8- (18,0- (97,2- <0,001
97,4%) 96,8%) | 61,5%) 100%)
Klebsiella
0 0 130 - 100% - 100% 0,068
aerogenes
96,9%
Klebsiella °
0 4 126 - (93,2- - 100% -
oxytoca
99,6%)
Klebsiella 98,4% 98,4%
pneumoniae 3 2 123 60,0% (95,8- 60,0% (95,3- <0,001
group 100%%) 100%)
96,1% 37,5%
M. catarrhalis 3 5 122 100% (92,0- (0,0- 100% <0,001
99,2%) | 75,0%)
Proteus spp. 3 0 127 100% 100% 100% 100% <0,001
81,4% 94,3% 87,5% 91,1%
P. aeruginosa 35 5 82 (69,0- (88,6- (76,9- (85,0- <0,001
91,9%) 98,9%) | 97,3%) | 96,5%)
99,2% 99,2%
Serratia ° °
2 1 126 66,7% (97,6- 66,7% (97,5- 0,001
marcescens
100%) 100%)
88,6% 86,0% 76,5% 93,7%
S. aureus 39 | 12 74 (77,5- (78,8- (64,6- (87,8- <0,001
97,8%) 92,9%) | 87,8%) | 98,6%)
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Sens. Spez. PPW NPW Fischer-
RP | FP | RN | FN
Bakterien (95% (95% (95% (95% Test
(N) | (N) | (N) | (N) b A
Ki)? Kl) Kl)c KI)? | Signifikanz®
93,0% 99,2%
Streptococcus
] 0 9| 120 1 0,0% (87,7- 0,0% (96,8- 1,000
agalactiae
97,3%) 100%)
92,9% | 25,0%
S. pneumoniae 3 9| 118 0 100% (88,4- (0,0- 100% <0,001
97,0%) | 54,5%)
97,7%
Streptococcus
1 3| 126 0 100% (94,6- | 25,0% 100% 0,031
pyogenes
100%)
Chlamydia
; 0 0| 130 0 - 100% - 100% -
pneumoniae
99,2%
Legionella
] 0 1 129 0 - (97,6- - 100% -
pneumophila
100%)
. I 98,5%
ycoplasma 0| 2| 128 © | (957- - | 100% -
pneumoniae ]
100%)
80,8% 96,9% 65,9% | 98,5%
Gesamt-
) 139 | 72 | 2226 | 33 (74,3- (96,1- (60,3- (98,0- <0,001
nachweise
86,0%) 97,5%) | 71,0%) | 98,9%)

a Sensitivitat errechnet aus den richtig vom Panel nachgewiesenen positiven Ergebnissen und der
Summe dieser richtigen positiven Ergebnisse sowie den falsch negativen Ergebnissen

b Spezifitdt errechnet aus den richtig vom Panel nachgewiesenen negativen Ergebnissen und der
Summe dieser richtigen negativen Ergebnisse sowie den falsch positiven Ergebnissen

c positiver pradiktiver Wert errechnet aus den richtig vom Panel nachgewiesenen positiven
Ergebnissen und der Summe dieser richtigen positiven Ergebnisse sowie den falsch positiven
Ergebnissen

d negativer pradiktiver Wert errechnet aus den richtig vom Panel nachgewiesenen negativen
Ergebnissen und der Summe dieser richtigen negativen Ergebnisse sowie den falsch negativen
Ergebnissen

e Signifikanz anhand des Fischer-Tests berechnet; bei einem p-Wert von <0,05 wurde das Ergebnis

als signifikant gewertet
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4.2.2 Proben mit gleichen Untersuchungsmaterialen

24 Sputum/ BAL-Proben wurden als identisches Material von dem FilmArray®

Pneumonia Panel

plus sowie der mikrobiologischen Kultur untersucht.

Die

Konkordanzen der exakt gleichen Proben waren bei allen Proben auller P. aeruginosa

(79,17%) und den Negativhachweisen (91,7%) bei Uber 95%. Ein guter bis sehr guter

Kappa-Wert konnte fur die Ergebnisse ,not detected®, den S. aureus-Nachweisen und

die durchschnittlichen Nachweise angegeben werden (Tabelle 19).

Tabelle 19 Darstellung der Konkordanzen und Kappa-Werte von Sputum- und BAL-

Proben, bei denen das exakt gleiche Material im Biofire® Pneumonia Panel plus und

in der Mikrobiologie untersucht wurde

not detected 5/5 17/19 2/19 0/5 91,7% 0,780 <0,001
Acinetobacter
calcoaceticus- 0/0 24/24 0/24 0/0 100% - -
baumannii complex
Enterobacter
0/0 24/24 0/24 0/0 100% - -
cloacae complex
Escherichia coli 0/0 24/24 0/24 0/0 100% - -
H. influenzae 0/0 23/24 1/24 0/0 95,83% 0,000 0,000
Klebsiella
0/0 24/24 0/24 0/0 100% - -
aerogenes
Klebsiella oxytoca 0/0 24/24 0/24 0/0 100% - -
Klebsiella
) 0/0 24/24 0/24 0/0 100% - -
pneumoniae group
M. catarrhalis 0/0 24/24 0/24 0/0 100% - -
Proteus spp. 0/0 24/24 0/24 0/0 100% - -
P. aeruginosa 10/15 9/9 0/9 5/15 79,17% 0,600 0,002
Serratia marcescens | 0/0 24/24 0/24 0/0 100% - -
S. aureus 13/14 | 10/10 0/10 114 95,83% 0,915 <0,001
Streptococcus
) 0/0 23/24 1/24 0/0 95,83% 0,000 0,000
agalactiae
S. pneumoniae 0/0 24/24 0/24 0/0 100% - -
Streptococcus
0/0 24/24 0/24 0/0 100% - -
pyogenes
Chlamydia
] 0/0 24/24 0/24 0/0 100% - -
pneumoniae
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Legionella
) 0/0 24/24 0/24 0/0 100% - -
pneumophila
Mycoplasma
] 0/0 24/24 0/24 0/0 100% - -
pneumoniae
Gesamtnachweise 28/34 | 418/422 | 4/422 6/34 97,81% 0,837

a Konkordanzen errechnet als Quotient aus der Summe der richtigen Ubereinstimmungen aus
nachgewiesenen und nicht nachgewiesenen Bakterien im Panel und aller Nachweise aus Panel
sowie der mikrobiologischen Kultur

b Kappa-Wert als Bewertung fur die Aussagekraft der Konkordanz

4.2.3 Panel- und Kulturproben vom gleichen Tag

Bei der Untersuchung der Sputum- und BAL-Proben konnten bei 103 Proben
festgestellt werden, dass diese am gleichen Tag vom Biofire® Pneumonia Panel plus
untersucht bzw. in der mikrobiologischen Kultur-Diagnostik eingingen. Bei diesen
Proben zeigten sich, dass die Konkordanzen flir alle Erreger und die
Durchschnittsnachweise bei mind. 90% aulder bei S. aureus und P. aeruginosa bei
jeweils 89,32% lagen. Die Bewertung der Kappa-Werte mit ,gut® bis ,ausgezeichnet*
wurde fur die Ergebnisse ,not detected®, Escherichia coli, Proteus spp., P. aeruginosa,
Serratia marcescens, S. aureus und die Durchschnittsnachweise angegeben (Tabelle
20).
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Tabelle 20 Darstellung der Konkordanzen und Kappa-Werte von Sputum und BAL-

Proben, bei der die mikrobiologische Kulturprobe am gleichen Tag einging

not detected 28/38 59/65 6/65 10/38 84,47% 0,659 <0,001
Acinetobacter
calcoaceticus-
. 0/0 103/103 | 0/103 0/0 100% - -
baumannii
complex
Enterobacter
cloacae 1/3 98/100 2/100 2/3 96,12% 0,313 0,086
complex
Escherichia
7 5/5 97/98 1/98 0/5 99,03% 0,904 <0,001
coli
H. influenzae 5/6 89/97 8/97 1/6 91,26% 0,485 <0,001
Klebsiella
0/0 103/103 | 0/103 0/0 100% - -
aerogenes
Klebsiella
. 0/0 100/103 | 3/103 0/0 97,09% 0,000 0,000
oxytoca
Klebsiella
pneumoniae 2/4 97/99 2/99 2/4 96,12% 0,480 0,007
group
M. catarrhalis 2/2 97/101 4/101 0/2 96,12% 0,485 0,003
Proteus spp. 3/3 100/100 | 0/100 0/3 100% 1,000 <0,001
P. aeruginosa 25/32 67/71 4/71 7132 89,32% 0,744 <0,001
Serratia
2/3 99/100 1/100 1/3 98,06% 0,657 0,002
marcescens
S. aureus 35/39 57/64 7/64 4/39 89,32% 0,776 <0,001
Streptococcus
- 0/1 95/102 7/102 1/1 92,23% -0,017 1,000
agalactiae
S.
] 2/2 93/101 8/101 0/2 92,23% 0,311 0,009
pneumoniae
Streptococcus
11 100/102 | 2/102 0/1 98,06% 0,493 0,029
pyogenes
Chlamydia
] 0/0 103/103 | 0/103 0/0 100% - -
pneumoniae
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e

Legionella

) 0/0 102/103 | 1/103 0/0 99,03% 0,000 0,000
pneumophila
Mycoplasma

] 0/0 101/103 | 2/103 0/0 98,06% 0,000 0,000
pneumoniae
Durchschnitts- | 5,84/ 92,63/ 3,05/ 1,47/

95,61% 0,697

nachweise 7,31 95,68 95,68 7,31

a Konkordanzen errechnet als Quotient aus der Summe der richtigen Ubereinstimmungen aus
nachgewiesenen und nicht nachgewiesenen Bakterien im Panel sowie aller Nachweise aus Panel
und der mikrobiologischen Kultur

b Kappa-Wert als Bewertung fur die Aussagekraft der Konkordanz

4.2.4 Vergleich der Resistenzen

In der mikrobiologischen Kultur konnten insgesamt 22 Resistenzgene (MRSA,
3MRGN, 4MRGN) nachgewiesen werden. Das Korrelat zu mecA/C and MREJ-
Nachweisen ist die Detektion von MRSA, welche in beiden Methoden auch als

haufigste Resistenz vorlag (Tabelle 13 und 21).

Tabelle 21 Nachgewiesene Resistenzen von MRSA, 3MRGN und 4MRGN in der

mikrobiologischen Kultur

Erregernachweise ohne MRSA/MRGN
111/133 83,5%

Resistenzmuster

Mikrobiologische

MRSA 10/133 7,5%
Resistenzen/Stamme

3MRGN 6/133 4.5%

4MRGN 6/133 4.5%

In dem Biofire Panel wurden mecA/C and MREJ Resistenzgene nachgewiesen,
welche als Hinweis fur einen MRSA-Erreger dienen. Als Goldstandard konnte der
Nachweis von MRSA in der mikrobiologischen Kultur genutzt werden. Die Sensitivitat
war 100% und die Spezifitat 94,7% (KI 90,0-98,3%) (Tabelle 22). Ein direkter Vergleich
der Resistenzgene CTX-M und OXA-48-like ist zu den kulturellen Befunden nicht

moglich.
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Tabelle 22 Darstellung der Sensitivitaten, Spezifitaten, positiven und negativen

pradiktiven Werte beim Nachweis von mecA/C and MREJ

95,0% | 62,5%
10| 6 |107| 0 | 100% | (90,6- | (37,5- | 100% <0,001
99,1%) | 87,5%)

mecA/C and
MREJ

a Sensitivitat errechnet aus den richtig vom Panel nachgewiesenen positiven Ergebnissen und der
Summe dieser richtigen positiven Ergebnisse sowie den falsch negativen Ergebnissen

b Spezifitat errechnet aus den richtig vom Panel nachgewiesenen negativen Ergebnissen und der
Summe dieser richtigen negativen Ergebnisse sowie den falsch positiven Ergebnissen

c positiver pradiktiver Wert errechnet aus den richtig vom Panel nachgewiesenen positiven
Ergebnissen und der Summe dieser richtigen positiven Ergebnisse sowie den falsch positiven
Ergebnissen

d negativer pradiktiver Wert errechnet aus den richtig vom Panel nachgewiesenen negativen
Ergebnissen und der Summe dieser richtigen negativen Ergebnisse sowie den falsch negativen
Ergebnissen

e Signifikanz anhand des Fischer-Tests berechnet; bei einem p-Wert von <0,05 wurde das Ergebnis

als signifikant gewertet

4.3 Untersuchung von Subpopulationen

4.3.1 Ambulante vs. stationdre Patienten

Im Folgenden werden die Erregernachweise von ambulant bzw. stationar betreuten
Patienten verglichen. Bei den ambulanten Patienten wurden am haufigsten S. aureus
und P. aeruginosa bei den Bakterien und Human Rhinovirus/Enterovirus bei den Viren
im Panel nachgewiesen. Die stationar behandelten Studienteilnehmer hatten die
meisten Nachweise bei S. aureus, P. aeruginosa, H. influenzae und S. pneumoniae.
Bei den Viren traten vermehrte Nachweise von Human Rhinovirus/Enterovirus und

Parainfluenza Virus auf (Tabelle 23).

58



Proben im Panel bei ambulanten und stationaren Patienten

Tabelle 23 Verteilung der Bakterien- und Virennachweise von Sputum- und BAL-

Gesamtnachweise 26 140

S. aureus 13 (50,0%) 38 (27,1%)
P. aeruginosa 9 (34,6%) 31 (22,1%)
Streptococcus agalactiae 2 (7,7%) 7 (5,0%)
H. influenzae 1 (3,8 %) 14 (10,0%)
Proteus spp. 1 (3,8%) 2 (1,4%)
S. pneumoniae 0 (0,0%) 12 (8,6%)
M. catarrhalis 0 (0,0%) 8 (5,7%)
Escherichia coli 0 (0,0%) 6 (4,3%)
Klebsiella pneumoniae group 0 (0,0%) 5 (3,6%)
Klebsiella oxytoca 0 (0,0%) 4 (2,9%)
Streptococcus pyogenes 0 (0,0%) 4 (2,9%)
Enterobacter cloacae complex 0 (0,0%) 3 (2,1%)
Serratia marcescens 0 (0,0%) 3 (2,1%)
Mycoplasma pneumoniae 0 (0,0%) 2 (1,4%)
Legionella pneumophila 0 (0,0%) 1(0,7%)
Gesamtnachweise 8 55
Human Rhinovirus/Enterovirus 6 (75,0%) 23 (46,0%)
Parainfluenza Virus 1(12,5%) 10 (20,0%)
Influenza A 1(12,5%) 1(2,0%)
Coronavirus 0 (0,0%) 5(10,0%)
Adenoviren 0 (0,0%) 4 (8,0%)
Respiratory Syncytial Virus 0 (0,0%) 4 (8,0%)
Human Metapneumovirus 0 (0,0%) 3 (6,0%)
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4.3.2 Mukoviszidose-, PCD- und Kartagener Syndrom-Patienten

In der Tabelle 24 sind die Anzahlen und prozentualen Verteilungen der
unterschiedlichen Bakteriennachweise bei Mukoviszidose-Patienten dargestellt. Am
haufigsten traten Erregernachweise im Panel bei Mukoviszidose-Erkrankten mit S.
aureus, P. aeruginosa, H. influenzae und S. pneumoniae auf. Bei PCD-Patienten
konnte ein H. influenzae-Erreger und bei Kartagener-Syndrom-Patienten ein P.

aeruginosa-Erreger nachgewiesen werden.

Tabelle 24 Verteilung der Bakteriennachweise im Panel bei Patienten mit und ohne

Ziliendysfunktion

Gesamtanzahl der

Bakteriennachweise o7 %8

S. aureus 29 (43,3%) 22 (22,4%)
P. aeruginosa 26 (38,8%)? 14 (14,3%)
H. influenzae 3 (4,5%)P° 12 (12,2%)
Streptococcus agalactiae 3 (4,5%) 6 (6,1%)
Proteus spp. 2 (3,0%) 1(1,0%)
S. pneumoniae 1(1,5%) 11 (11,2%)
M. catarrhalis 1(1,5%) 7 (7,1%)
Streptococcus pyogenes 1(1,5%) 3 (3,1%)
Serratia marcescens 1 (1,5%) 1 (1,0%)
Escherichia coli 0 (0,0%) 6 (6,1%)
Klebsiella pneumoniae group 0 (0,0%) 5 (5,1%)
Klebsiella oxytoca 0 (0,0%) 4 (4,1%)
Enterobacter cloacae complex 0 (0,0%) 3 (3,1%)
Mycoplasma pneumoniae 0 (0,0%) 2 (2,0%)
Legionella pneumophila 0 (0,0%) 1(1,0%)

a ein Erregernachweis ist von einem Kartagener-Syndrom-Patienten

b ein Erregernachweis ist von einem PCD-Patienten

CF-Erkrankte erhalten im Rahmen ihrer Behandlung z.T. eine Therapie mit CFTR-
Modulatoren. Bei 18 Patienten wurde allerdings keine CFTR-Modulator-Behandlung
vorgenommen. Die am haufigsten angewendete Therapie war Symkevi/Kalydeco bei
17 Patienten, gefolgt von 10 Patienten, die Lumacaftor/lvacaftor erhielten. Vereinzelt

wurde Trikafta oder Trikafta/Kalydeco verabreicht.
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4.3.2.1 Gleiche Untersuchungsproben bei Mukoviszidose-Patienten

Die Konkordanzen der gleichen Untersuchungsproben lagen bei den
Bakteriennachweisen bei CF-Erkrankten bei mindestens 90% aulder bei P. aeruginosa
(76,19%). Die Bewertung des Kappa-Wertes mit ,gut® bis ,sehr gut® ist bei den
Negativhachweisen, S. aureus und der durchschnittlichen Betrachtung aller

Ergebnisse zu finden (Tabelle 25).

Tabelle 25 Darstellung der Konkordanzen und Kappa-Werte von gleichen Sputum-

und BAL-Proben bei Mukoviszidose-Patienten

not detected 4/4 15/17 2/17 0/4 90,48% 0,741 0,003
Acinetobacter
calcoaceticus-
. 0/0 21/21 0/21 0/0 100% - -
baumannii
complex
Enterobacter
cloacae 0/0 21/21 0/21 0/0 100% - -
complex
Escherichia
) 0/0 21/21 0/21 0/0 100% - -
coli
H. influenzae 0/0 20/21 1/21 0/0 95,24% 0,000 0,000
Klebsiella
0/0 21/21 0/21 0/0 100% - -
aerogenes
Klebsiella
0/0 21/21 0/21 0/0 100% - -
oxytoca
Klebsiella
pneumoniae 0/0 21/21 0/21 0/0 100% - -
group
M. catarrhalis 0/0 21/21 0/21 0/0 100% - -
Proteus spp. 0/0 21/21 0/21 0/0 100% - -
P. aeruginosa 9/14 717 o/7 5/14 76,19% 0,545 0,016
Serratia
0/0 21/21 0/21 0/0 100% - -
marcescens
S. aureus 12/13 8/8 0/8 113 95,24% 0,901 <0,001
Streptococcus
- 0/0 20/21 1/21 0/0 95,24% 0,000 0,000
agalactiae
S.
] 0/0 21/21 0/21 0/0 100% - -
pneumoniae
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Streptococcus
0/0 21/21 0/21 0/0 100% - -
pyogenes
Chlamydia
] 0/0 21/21 0/21 0/0 100% - -
pneumoniae
Legionella
) 0/0 21/21 0/21 0/0 100% - -
pneumophila
Mycoplasma
] 0/0 21/21 0/21 0/0 100% - -
pneumoniae
Durchschnitts- 1,32/ | 19,16/ | 0,21/ 0,32/
_ 97,52% 0,841
nachweise 1,63 19,37 19,37 1,63

a Konkordanzen errechnet als Quotient aus der Summe der richtigen Ubereinstimmungen aus
nachgewiesenen und nicht nachgewiesenen Bakterien im Panel und aller Nachweise aus Panel
sowie der mikrobiologischen Kultur

b Kappa-Wert als Bewertung fir die Aussagekraft der Konkordanz

4.3.2.2 Mukoviszidose-Patienten mit einer CFTR-Genetik

Patienten mit Mukoviszidose weisen unterschiedliche Arten einer CFTR-Genetik auf.
Am haufigsten konnten 32 Delta F508 homozygote Genveranderungen nachgewiesen
werden. Die weiteren 14 Veranderungen traten nur vereinzelt bei den CF-Erkrankten
auf (Delta F508/W1282X, p.A83Vfs-Mutation homozygot, N1303 K homozygot, Delta
F508/3849 + 10kb C>T, Delta F508/R1066C, Delta F508/CFTR dele 2,3, Delta S5 108
homozygot, R347P homozygot, Delta F508/1677 Delta Compound Heterozygotie,
Delta F508/Q220X, Delta F508/G542X und W1282X/N1303K). Bei einem
Mukoviszidose-Patienten konnte keine Genveranderung aufgezeigt werden.

Bei den Mukoviszidose-Patienten mit einer Delta F508 homozygoten Genveranderung
lagen die signifikanten Sensitivitaten von P. aeruginosa bei 75,0% (K1 56,7-90,5%) und
von S. aureus bei 95,2% (KI 84,0-100%). Die signifikanten Ergebnisse fur ,not
detected®, H. influenzae, Proteus spp. und Streptococcus pyogenes waren zu 100%
sensitiv. Delta F508 homozygote-Trager zeigten bei allen Erregern und
Durchschnittsnachweisen eine Spezifitit von mind. 95% aul’er bei den
Negativnachweisen 92,9% (Kl 79,7-100%) und P. aeruginosa 87,5% (Kl 57,1-100%)
(Tabelle 26).
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Tabelle 26 Darstellung der Sensitivitaten, Spezifitdten, positiven sowie negativen

pradiktiven Werte von Sputum- und BAL-Proben von Mukoviszidose-Patienten mit

Delta F508 homozygoter-Genetik

92,9%
not detected 4 2 26 0 100% | (79,7- | 66,7% | 100% <0,001
100%)
Acinetobacter
calcoaceticus-
- 0 0 32 0 - 100% - 100% -
baumannii
complex
Enterobacter
cloacae 0 0 32 0 - 100% - 100% -
complex
Escherichia
) 0 0 32 0 - 100% - 100% -
coli
H. influenzae 1 0 31 0 100% 100% 100% 100% 0,031
Klebsiella
0 0 32 0 - 100% - 100% -
aerogenes
Klebsiella
0 0 32 0 - 100% - 100% -
oxytoca
Klebsiella 96,9%
pneumoniae 0 0 31 1 - 100% - (88,2- -
group 100%)
96,9%
M. catarrhalis 0 1 31 0 - (90,0- - 100% -
100%)
Proteus spp. 2 0 30 0 100% 100% 100% 100% 0,002
75,0% | 87,5% | 94,7% | 53,8%
P. aeruginosa 18 1 7 6 (56,7- | (57,1- | (81,3- | (25,7- 0,003
90,5%) | 100%) | 100%) | 80,0%)
Serratia
0 0 32 0 - 100% - 100% -
marcescens
95,2% 91, 7%
S. aureus 20 0 11 1 (84,0- 100% 100% (70,0- <0,001
100%) 100%)
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96,9%
Streptococcus
) 0 1 31 0 - (89,0- - 100% -
agalactiae
100%)
s 96,9%
' _ 0 1 31 0 - (89,0- - 100% -
pneumoniae
100%)
Streptococcus
1 0 31 0 100% | 100% | 100% | 100% 0,031
pyogenes
Chlamydia
) 0 0 32 0 - 100% - 100% -
pneumoniae
Legionella
) 0 0 32 0 - 100% - 100% -
pneumophila
Mycoplasma
) 0 0 32 0 - 100% - 100% -
pneumoniae
85,2% | 98,9%
Durchschnitts-
) 242 | 0,32 | 28,84 | 0,42 | (31,3- | (86,5- | 88,3% | 98,6%
nachweise
98,7%) | 99,9%)

a Sensitivitat errechnet aus den richtig vom Panel nachgewiesenen positiven Ergebnissen und der
Summe dieser richtigen positiven Ergebnisse sowie den falsch negativen Ergebnissen

b Spezifitat errechnet aus den richtig vom Panel nachgewiesenen negativen Ergebnissen und der
Summe dieser richtigen negativen Ergebnisse sowie den falsch positiven Ergebnissen

c positiver pradiktiver Wert errechnet aus den richtig vom Panel nachgewiesenen positiven
Ergebnissen und der Summe dieser richtigen positiven Ergebnisse sowie den falsch positiven
Ergebnissen

d negativer pradiktiver Wert errechnet aus den richtig vom Panel nachgewiesenen negativen
Ergebnissen und der Summe dieser richtigen negativen Ergebnisse sowie den falsch negativen
Ergebnissen

e Signifikanz anhand des Fischer-Tests berechnet; bei einem p-Wert von <0,05 wurde das Ergebnis
als signifikant gewertet

4.3.3 Befunde bei Patienten mit Atemhilfe

117 Patienten wurden als pulmonal beeintrachtigt bewertet, wenn sie aufgrund ihrer
pulmonalen Grunderkrankung bzw. einer zurlickliegenden pulmonalen Infektion eine
Verlaufsuntersuchung erhielten oder wegen einer pulmonalen Erkrankung
aufgenommen/behandelt wurden. Ein Aufenthalt in der Intensivstation war fur 56

Patienten, die eine Biofire® Pneumonia Panel plus-Diagnostik erhielten, fur
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mindestens einen Tag und maximal 242 Tage indiziert. Die Ursache fur die Aufnahme
auf die Intensivstation war wegen einer pulmonalen Beeintrachtigung bzw. einer
Kombination verschiedener Erkrankungen mit mindestens einer pulmonal
beeintrachtigen Erkrankung. 25 Patienten wurden oder waren bei Aufnahme intubiert
und 14 hatten ein Tracheostoma. Die mediane Intubationsdauer betrug 8,0 Tage bis
maximal 45 Tage.

Die Tabelle 27 zeigt die Verteilung der Erregernachweise im Biofire® Pneumonia
Panel plus bei intubierten/tracheotomierten und ambulanten/milden Verlaufen. In
beiden Kategorien kommen auch Mukoviszidose-/ PCD-/ Kartagener Syndrom-
Patienten vor. Bei intubierten/tracheotomierten Patienten sind am haufigsten S.
aureus, P. aeruginosa, Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae group und S.
pneumoniae zu finden. Das haufige Auftreten von S. aureus und P. aeruginosa zeigte
sich ebenfalls bei den ambulant behandelten / milden Verlaufen. So sind vermehrt
Nachweise von H. influenzae und Streptococcus agalactiae aufgetreten. In dieser
Kategorie konnten bei Patienten die atypischen Bakterien Legionella pneumophila und

Mycoplasma pneumoniae nachgewiesen werden (Tabelle 27).

Tabelle 27 Bakteriennachweise im Panel bei intubierten/tracheotomierten Patienten

vs. Patienten mit ambulantem/milden Verlauf

Gesamtzahl // pulmonal
59/31,9% // 39/ 33,3% 126/ 68,1% // 78 / 66,67%

beeintrachtigte Patienten

not detected 15/37,5% 25/62,5%
S. aureus 10/20,8% 38/79,2%
P. aeruginosa 9/23,7% 29 /76,3%
Escherichia coli 5/83,3% 1/16,7%
S. pneumoniae 4/50,0% 4/50,0%
Klebsiella pneumoniae group 4 /80,0% 1/20,0%
H. influenzae 2122,2% 7177,8%
Streptococcus agalactiae 2/25,0% 6/75,0%
Klebsiella oxytoca 2/50,0% 2/50,0%
Streptococcus pyogenes 2/50,0% 2/50,0%
Enterobacter cloacae complex 2/66,7% 1/33,3%
M. catarrhalis 1/20,0% 4/80,0%
Serratia marcescens 1/50,0% 1/50,0%
Proteus spp. 0/0,0% 2/100%
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e [ |

Mycoplasma pneumoniae 0/0,0% 2/100%
Legionella pneumophila 0/0,0% 1/100%
Acinetobacter calcoaceticus-

- 0/0,0% 0/0,0%
baumannii complex
Chlamydia pneumoniae 0/0,0% 0/0,0%

4.4 Positivhachweise, die durch Biofire® Pneumoniae Panel plus zusatzlich
detektiert wurden

Bei der Gegenuberstellung aller Nachweise von dem Biofire® Pneumonia Panel plus
mit der mikrobiologischen Kultur wurden durch das Panel 48 Erreger mehr detektiert
als beim Kulturergebnis. Die haufigsten Erreger, die zusatzlich nachgewiesen wurden,
waren S. pneumoniae, H. influenzae und Streptococcus agalactiae. S. aureus wurde
7-mal haufiger nachgewiesen. Bei den Resistenzen konnte nur das mecA/C and
MREJ-Gen mit der MRSA gegenubergestellt werden. Dabei kam es zu 6 zusatzlichen

Erregernachweisen durch das Pneumonia Panel (Tabelle 28).

Tabelle 28 Zusatzliche Detektionen des Panels im Vergleich

zur mikrobiologischen Kultur

Gesamt 48

S. pneumoniae 9/18,8%
H. influenzae 8/16,7%
Streptococcus agalactiae 8/16,7%
S. aureus 7/14,6%
M. catarrhalis 5/10,4%
Klebsiella oxytoca 4/8,3%
Streptococcus pyogenes 3/6,3%
Mycoplasma pneumoniae 2/4.2%
Escherichia coli 1/12,1%
Legionella pneumophila 1/2,1%
mecA/C and MREJ / MRSA 6




5. Diskussion

Die sich seit April 2019 in der Kinder- und Jugendmedizin der Universitatsmedizin der
Johannes-Gutenberg-Universitat Mainz in Verwendung befindenden Biofire®
Pneumonia Panels plus wurden zur Untersuchung von Sputum- und BAL-Proben
angeschafft. Bis zum heutigen Stand gab es nur wenige Studien Uber das Panel,
welches sowohl Bakterien mit Resistenzgenen und Erregermengen als auch Viren
detektieren kann.

In den folgenden Abschnitten werden die Ergebnisse der bakteriellen Nachweise in
den entsprechenden Kollektiven beurteilt. Zu den fehlenden/nur geringen
Erregernachweisen (<5 Nachweise) einiger Bakterien konnten keine Klinisch
bedeutsamen Aussagen getatigt werden. Die Erregernachweismadglichkeiten beziehen
sich auf das Keimspektrum in Amerika (nicht auf Deutschland speziell mukoviszidose-
typische Erreger), da das Panel dort entwickelt wurde.

Basierend auf der umfassenden Analyse aller Ergebnisse wurde unter signifikanten
Bedingungen festgestellt, dass ,gesunde” Patienten mit aul3erst hoher Sicherheit keine
Erreger nachwiesen (96,9%) und Patienten mit negativem Testergebnis nicht infiziert
waren (98,5%).

Ahnliche Ergebnisse wurden auch in der Studie von Mitton, Rule und Said erbracht.
Hierbei betrug die Gesamtspezifitat 93,8% und der negative Vorhersagewert 99,5%.
Dies deutet darauf hin, dass bei einem Verdacht auf das Vorhandensein eines
bestimmten Erregers dieser bei einem negativen Testergebnis sicher ausgeschlossen
werden konnte (153). Ebenfalls stimmte der Vergleich aller bakteriellen
Nachweise/Nicht-Nachweise vom Biofire® Pneumonia Panel plus mit dem der
mikrobiologischen Kultur zu 95,75% und somit sehr gut Uberein. Die Sensitivitaten bei
den Erregernachweisen von mehr als 5 Nachweisen betrugen zwischen 81,4% und
100%. Die Spezifitaten lagen bei 86,0 — 99,2%. In einer schwedischen Studie wurde
die Sensitivitat aller Proben mit 86,0% angegeben (152). Die Gesamtspezifitat aus
einer koreanischen Studie unterliegt der Spezifitat dieser Studie leicht mit 76,5%.
Allerdings wurde hier eine ebenbulrtige Sensitivitat mit 98,5% erreicht (155). In
Zusammenschau der Ergebnisse von Vergleichsstudien wird das Ergebnis dieser
Studie unterstitzt.

Gestarkt wird dieses Ergebnis durch die Analyse der ,Multicenter Evaluation of the
BioFire FilmArray Pneumonia/Pneumonia Plus Panel for Detection and Quantification
of Agents of Lower Respiratory Tract Infection®. In dieser Studie wurden Sensitivitaten

von 75 — 100% und Spezifitaten von 88,9 — 99,5% erreicht (150). Hinsichtlich dieser
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Betrachtung war das Panel der mikrobiologischen Kultur bei den summierten
Bakteriennachweisen nahezu ebenburtig, um bakterielle Erreger nachzuweisen oder
eine Besiedlung auszuschliel3en.

Die Ergebnisse bei Escherichia coli, M. catarrhalis, S. pneumoniae und Streptococcus
pyogenes verdeutlichten im gesamten Patientenkollektiv, dass bei Verdacht auf eine
Infektion mit diesen Erregern eine Panel-Untersuchung bei tatsachlicher Besiedlung
einen positiven Nachweis erbrachte. Derart ermutigende Ergebnisse wurden nicht bei
allen Verdachtsfallen auf Infektionen beobachtet. Dies lag u. a. an den fehlenden oder
zu geringen Besiedlungen (<5 Nachweise) der verschiedenen Erreger, wodurch die
Bewertung von Acinetobacter calcoaceticus-baumannii complex, Enterobacter
cloacae complex, Klebsiella aerogenes, Klebsiella oxytoca, Klebsiella pneumoniae
group, Serratia marcescens, Streptococcus pyogenes, Chlamydia pneumoniae,
Legionella pneumophila und Mycoplasma pneumoniae nicht moglich war. Unter
anderem wurden aus der Studie vom Juni 2020 ebenfalls Proben aufgrund
unzureichender Nachweiszahlen ausgeschlossen (150). Bei Proteus spp. konnten
durch das Panel nur 3 Besiedlungen nachgewiesen werden. Diese stimmten jedoch
alle mit den mikrobiologischen Kulturen uberein.

Durch die hohen Zahlen an fehlenden Nachweisen von Besiedlungen sowohl im Panel
als auch in der mikrobiologischen Kultur konnte gezeigt werden, dass Patienten mit
einem negativen Testergebnis sehr sicher mit keinem der detektierten Bakterien
besiedelt waren. Zu diesem Ergebnis kam auch die Studie von Murphy, Fowler,
Balada-Llasat, Carroll, Stone und Akerele im Juni 2020 bei denen nur 16 falsch
negative Proben von 1682 erkannt wurden (150). Wird allerdings ein Test als positiv
angezeigt, so galt eine Besiedlung als relativ gesichert (mind. 75%) nur bei Escherichia
coli, P. aeruginosa und S. aureus.

Es konnte eine zuverlassige Ubereinstimmung von Bakteriennachweisen bzw. den
Ergebnissen ,not detected® vom Panel gegenuber der mikrobiologischen Kultur
aufgezeigt werden. Basierend auf den Daten erwies sich das Panel als gut geeignet
fur die schnelle und allgemeine bakterielle Sputum-/BAL-Diagnostik, die die
reprasentativen Bakterien umfasst.

Bei 24 Proben wurde das exakt gleiche Untersuchungsmaterial durch das Biofire®
Pneumonia Panel plus und die mikrobiologische Kultur untersucht. Da nur eine geringe
Anzahl an Bakterienstammen nachgewiesen werden konnte, kann lediglich die
Aussage getroffen werden, dass das Panel bakterielle Erreger der Sputum-/BAL-

Proben sicher ausschlieen konnte. Die gehauften Nachweise von S. aureus zeigten,
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dass man mit dem Untersuchungsverfahren ausreichend sicher einen
Bakteriennachweis vorweisen konnte. Die P. aeruginosa Nachweise stimmten mit der
Vergleichsmikrobiologie nur zu ca. 80% Uberein. So konnte bei padiatrischen
Patienten gezeigt werden, dass eine PCR-Diagnostik bis zu einem Jahr vor dem
Kulturnachweis von P. aeruginosa positiv sein kann (94, 183).

Des Weiteren zeigte sich beim Vergleich von Panel- und Mikrobiologie-Proben, welche
vom gleichen Tag stammten, dass die nachgewiesenen Bakterien bzw. der
Ausschluss einer Besiedlung sicher erfolgen kann. Da die Proben am gleichen Tag
gewonnen wurden, konnte gezeigt werden, dass eine Veranderung der
Keimbesiedlung durch z.B. eine antibiotische Therapie oder korpereigene
Immunreaktionen und ein eventuell damit verbundener fehlerhafter Nachweis oder
Ausschluss der Besiedlung nahezu ausgeschlossen wird. Durch die dauerhaft
niedrigen Nachweiszahlen einiger Bakterien konnte nur bei ,not detected®, Escherichia
coli, Proteus spp. (nur 3 Nachweise), P. aeruginosa, Serratia marcescens, S. aureus
und die Durchschnittsnachweise ein guter Ubereinstimmungswert erzielt werden.

Bei den Resistenzgenen war nur die Gegenuberstellung des mecA/C and MREJ-
Nachweisen im Panel zu den MRSA-Nachweisen in der mikrobiologischen Kultur
moglich. Es konnte gezeigt werden, dass alle MRSA-Erkrankten im Panel
nachgewiesen werden konnten. So erhielten fast alle MRSA-gesunden Patienten auch
ein negatives Testergebnis. Bei allen positiven Testergebnissen lag eine tatsachliche
MRSA-Besiedlung nur bei ca. 3 von 5 Personen vor. Mit 100%iger Sicherheit hatten
die Patienten mit einem negativen Testergebnis auch keine MRSA-Infektion. Die
Tabelle 22 zeigt, dass das Panel sowohl zur zuverlassigen ldentifizierung aller MRSA-
Infektionen als auch zum Ausschluss einer MRSA-Infektion geeignet war. Ein positiver
MRSA-Nachweis deutete trotz mittelmalliger Ergebnisse nicht zwangslaufig darauf
hin, dass die Patienten tatsachlich erkrankt waren.

Eine Vergleichsstudie von Murphy, Fowler, Balada-Llasat, Carroll, Stone und Akerele
befasste sich ebenfalls mit den Resistenzen von S. aureus. Bei dieser war der positive
pradiktive Wert bei etwas hdher mit ca. 89 — 96%. Allerdings lag der negative pradiktive
Wert nur bei 87 — 91% (150).

In der Uniklinik Mainz befindet sich ein Mukoviszidose-Zentrum, weshalb es moglich
war, Proben von 59 Mukoviszidose-Patienten zu untersuchen. In der Tabelle 24 ist die
Haufigkeit des Auftretens der Patienten mit und ohne Ziliendysfunktion dargestellt. Die
Erregernachweise ahnelten sich hinsichtlich der Haufigkeitsverteilung in beiden

Gruppen. Dies zeigte, dass das Panel trotz der zahen Beschaffenheit des
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Sputummaterials von Patienten mit Ziliendysfunktion die Untersuchungen mit einer
hohen Zuverlassigkeit im Vergleich zur restlichen Population durchfihren konnte.
Mukoviszidose-Erkrankte sind pradestiniert fir eine Kolonisation von P. aeruginosa
(80%), S. aureus, B. cepacia, Nicht-tuberkuldse Mykobakterien (Mycobacterium avium
complex, Mycobacterium abscessus complex) (9, 78). Das Panel ermdglichte es,
vermehrt P. aeruginosa und S. aureus nachzuweisen (Tabelle 24). Die
Ubereinstimmung der Erregernachweise bzw. Ausschliisse von S. aureus war vom
Panel im Vergleich zur mikrobiologischen Kultur mit Uber 95% sehr gut. Bei den P.
aeruginosa-Nachweise wurden nur ca. 3 von 4 Patienten als korrekt infiziert erkannt
bzw. eine Erregerbesiedlung ausgeschlossen. Aufgrund unzureichender Nachweise
konnten Uber die Weiteren vom Panel mdglichen Erreger keine Aussagen getroffen
werden.

Ein ahnliches Ergebnis zeigte sich auch bei den Mukoviszidose-Patienten mit einer
Delta F508 homozygoten Genveranderung. Sollte das Panel einen positiven S.
aureus-Nachweis anzeigen, so war der Patient tatsachlich mit S. aureus infiziert. Mit
hoher Sicherheit konnte ein S. aureus-Infizierter erkannt werden sowie auch bei einem
negativen Test eine Infektion ausgeschlossen werden. Bei den P. aeruginosa-
Ergebnissen schnitt das Panel etwas schlechter ab. Bei einem positiven Testergebnis
war die Wahrscheinlichkeit einer tatsachlichen Infektion hoch, wahrend Nicht-Infizierte
korrekt als negativ identifiziert wurden. Bei 3 von 4 Patienten wurden Infizierte auch
als positiv angezeigt. Das schlechteste Ergebnis ist bei den negativen Tests
aufgetreten, bei denen die Patienten tatsachlich nicht infiziert waren. Bei jedem
zweiten Patienten, der negativ getestet wurde, lag dennoch eine Pseudomonas
aeruginosa-Besiedlung vor. Die Ubereinstimmung ist im Vergleich zu allen
Mukoviszidose-Patienten bei S. aureus sowie bei P. aeruginosa sehr ahnlich im
Ergebnis ausgefallen. AbschlieRend lie} sich feststellen, dass die Delta F508
homozygote-Genveranderung keinen Einfluss auf die Auswertung der Panelprobe
zeigte.

Die Suche nach einem Virusinfekt wird in der Klinik haufig nicht durchgefihrt, und
wenn, dann nur fir ein bestimmtes Virus. Fallt der Test fur dieses bestimmte Virus
positiv aus, weild man immer noch nicht, ob dieses Virus oder ein anderes nicht
detektiertes Virus fur die Symptomatik in Frage kommt. Das FilmArray® Pneumonia
Panel plus ist in der Lage, bis zu 9 Virenstamme nachzuweisen. Durch die sehr haufig
fehlenden Nachweise der Mikrobiologie konnte kein Vergleich zum Panel durchgefuhrt

werden. Allerdings bestand unter Umstanden eine klinische Relevanz fur die Detektion
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und mdgliche Behandlung dieser Erreger. Eine Infektion konnte somit einem viralen
Ursprung zugeordnet werden, falls im Vorfeld von einer bakteriellen Ursache

ausgegangen wurde.
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6. Limitierende Aspekte

Bei der Gesamtbetrachtung des Patientenkollektivs und der Ergebnisse des Biofire®
Pneumonia Panel plus ergaben sich verschiedene Einschrankungen bei der
allgemeinen Anwendung des Panel-Verfahrens.

In der Padiatrie war die Anzahl an Patienten mit Lungenerkrankungen begrenzt.
Zudem setzte sich das Kollektiv der adulten (alter als das abgeschlossene 18.
Lebensjahr) Untersuchungsproben fast ausschlie3lich aus Mukoviszidose-Patienten
zusammen. Daher ware eine groflere Kohorte mit mehr padiatrischen als auch mit
mehr adulten pulmonal Erkrankten zur Stabilisierung der bereits vorhandenen
Ergebnisse von Vorteil.

Als Folge resultierte daraus eine zu geringe Anzahl an Erregernachweisen. Wie in der
Tabelle 15 dargestellt, konnten Acinetobacter calcoaceticus-baumannii complex,
Klebsiella aerogenes und Chlamydia pneumoniae bei der Gegenuberstellung des
Biofire® Pneumonia Panel plus mit der mikrobiologischen Kultur nicht nachgewiesen
werden. Des Weiteren kam es auch nur zu keinen bis wenigen (< 5) Ergebnissen im
Panel bei Enterobacter cloacae complex, Klebsiella oxytoca, Proteus spp., Serratia
marcescens, Streptococcus pyogenes, Legionella pneumophila und Mycoplasma
pneumoniae (Tabelle 12).

Das Panel hatte eine vorgegebene Anzahl an mdglichen Nachweisen von 15
verschiedenen Bakterien, 3 atypischen Bakterien und 7 Resistenzgenen. Die
mikrobiologische kulturelle Untersuchung bot den Vorteil, dass bei der Anztichtung der
Bakterien alle Stamme potenziell wachsen konnten. Somit waren auch mehr Bakterien
nachweisbar, welche nicht vom Panel erfasst werden kdnnen.

Wenn trotz eines negativen Ergebnisses ein Atemwegsinfekt vorlag, konnte dies durch
eine zu geringe Konzentration des Krankheitserregers in der Probe begrindet werden.
Die bakteriellen Analyte hatten eine Nachweisgrenze von 10%4 Kopien/ml. Bei einer
Erregerlast von <1073,5 Kopien/ml konnte das Biofire® Pneumonia Panel plus die
Erreger nicht konstant erfassen. Im bestehenden Verdacht auf eine Atemwegsinfektion
sollte trotz eines negativen Ergebnisses eine weitere labortechnische Diagnostik
erwogen werden (146).

Die Gewinnung von Sputum-Proben bei padiatrischen Patienten war nicht immer in
ausreichend guter Qualitat moglich. Kinder haben zum Teil noch nicht die Fahigkeit
Sputum-Proben abzugeben oder kdnnen wie auch andere Patienten incompliant sein.
Sollten sie eine Probe bei ihrer (Routine-) Untersuchung einreichen mussen, gaben

sie moglicherweise mehr Speichel als Sputum ab. Dies war an der héheren Anzahl an
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Plattenepithelzellen und der geringeren Anzahl an Granulozyten in der
mikrobiologischen Kultur ersichtlich. Durch das Panel ist eine Angabe dieser beiden
Werte als Qualitatsmerkmal des Sputums nicht moglich gewesen.

Am Untersuchungstag vom Biofire® Pneumonia Panel plus konnte auf Grundlage des
Ergebnisses bereits eine kalkulierte oder sogar zielgerichtete antibiotische Therapie
initiiert worden sein. Sollte die herkdbmmliche kulturelle Untersuchung zu einem
deutlich spateren Zeitpunkt bzw. sogar Tage spater stattfinden, so kdnnte das Resultat
der Mikrobiologie beeinflusst worden sein.

Das Panel bot die Moéglichkeit, 9 Virenstamme zu erfassen. Da eine Untersuchung
einer viralen Infektion bei der herkdmmlichen Mikrobiologie kaum bis nicht erfolgte,
bestanden keine Vergleichsdaten fur die Panelergebnisse. Im mikrobiologischen
Kulturergebnis konnten Pilzbesiedlungen nachgewiesen werden. Diese wurden vom

Panel nicht erfasst.
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7. Zusammenfassung

In der Diagnose und Therapie von pulmonalen Infektionserkrankungen ist bekannt,
dass ein fruher Nachweis der entsprechenden Erreger ein besseres klinisches
Ergebnis fur die Patienten zur Folge hat. Die mikrobiologische Diagnostik dient dem
verlasslichen Nachweis von Bakterien. Allerdings benotigt die Anzucht der
Erregerkulturen meist mehrere Tage. Ein Zwischenergebnis kann zwar oft ermittelt
werden, allerdings benotigte dies auch mindestens einen Tag und ist auch nicht bei
allen Bakterienstammen moglich. Das Biofire® Pneumonia Panel plus bietet die
Moglichkeit, bestimmte Bakterien mit Erregermenge, atypische Bakterien,
Resistenzen sowie Viren zu detektieren. Nach einer Stunde wird durch das PCR-
Verfahren bereits ein Ergebnis geliefert. Besonders bei schweren pulmonalen
Infektionen kann so eine schnelle und zielgerichtete Therapie erfolgen und ein
besseres Outcome erzielt werden.

Hinsichtlich des in dieser Arbeit analysierten Patientenkollektivs zeigte das Biofire®
Pneumonia Panel plus in den untersuchten Punkten zuverlassige Nachweise fur S.
aureus, P. aeruginosa, H. influenzae, Escherichia coli und Proteus spp.. Dies
bedeutete, dass u. a. eine Mukoviszidose-Erkrankung bzw. eine entsprechende
Genmutation keinen negativen Einfluss auf die Bakteriennachweise des Panels hatte.
Zudem sollte eine frihzeitige antibiotische Eradikation bei nachgewiesenen P.
aeruginosa erfolgen. Das Panel konnte somit durch die zigige Diagnostik das
Infektionsgeschehen positiv flr den Patienten beeinflussen (94).

Die nur geringe Anzahl an bestatigten Bakteriennachweisen lag an dem selektiven
Erregerspektrum bei Mukoviszidose-Patienten, welche zum groRen Teil die
Bakteriennachweise in der vorliegenden Studie erbrachten.

Das Panel ermdglicht im Bereich der Resistenzgennachweise nur eine Zuordnung
zwischen dem mecA/C and MREJ-Gen und MRSA. Es wurde aufgezeigt, dass die
Nachweise des mecA/C and MREJ-Gens verlasslich waren. So wurde durch die
Panel-Diagnostik die antibiotische Therapie schon nach einer Stunde auf die
moglichen MRSA-Resistenzen der Bakterien angepasst.

Das Panel wies auch verschiedene Viren nach, welche durch die fehlende
Vergleichsdiagnostik nicht weiter untersucht werden konnte. Allerdings wurde bei
mind. 2 von 5 Erwachsenen mit einer Mukoviszidose-Erkrankung eine pulmonale
Exazerbation durch eine Infektion oder Koinfektion mit Viren festgestellt (184).

In weiteren Studien, die sich mit dem Biofire® Pneumonia plus Panel befassten,

untersuchte man die Bakterienstdmme sowie Resistenzen, welche nur in geringen
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Mengen nachgewiesen wurden. Des Weiteren empfiehlt es sich, ein
Vergleichsverfahren fur Virenarten zu nutzen, mit dem die Qualitdt des Panels
hinsichtlich der mdglichen Virus-Nachweise untersucht werden kann. Durch die zugige
Detektion der Erreger konnte mit einer gezielten antibiotischen Therapie begonnen
werden. Hier besteht die Maoglichkeit zu untersuchen, ob sich die frihzeitige
Behandlung positiv auf die Verweildauer und das Outcome der Patienten auswirkte.

Das Biofire® Pneumonia Panel plus sollte als Schnelldiagnostikverfahren zur
Friherkennung von Infektionen in Deutschland weitverbreitet integriert werden sowie
in die jeweiligen SOP’s, die sich mit dem V. a pulmonale Infektionen befassen,
eingepflegt werden. Dadurch konnte eine fruhzeitige, gezielte Antibiotikatherapie
eingeleitet werden. Die mikrobiologische Kulturdiagnostik sollte allerdings weiterhin
erfolgen, da nicht alle Bakterien und Resistenzen vom Panel erfasst werden (auch
nicht die typischen Erreger von Mukoviszidose-Patienten) bzw. bei einigen Bakterien

aufgrund fehlender Nachweise keine Aussage getroffen werden kann.
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Anhang

*

x* In Abhéngigkeit von der Fragestellung und des Patientenklientels

** PSB = geschutzte Birste (,Protected Specimen Brush*)
*** alternativ: Kochblut-Bacitracin-Agar
**** siehe Kapitel 8.2.5 Legionellen

Spezialkulturen bei Mukoviszidose siehe MiQ 24.

(Anhang 1 Mikroskopische und kulturelle Untersuchungen bei der Diagnostik von

tiefen Atemwegserkrankungen (nach Martina Kerwat 2010))(158)
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* Die verschiedenen Agarmedien sind als Alternativen zu verstehen. Der Nachweis einiger Erreger oder
Erregervarianten (z.B. SCVs) wird z.T. durch eine verlangerte Inkubation von 3-5 Tagen verbessert. Die meisten

Erreger, z.B. P. aeruginosa wachsen zusatzlich auf nicht-selektiven Medien (z.B. Columbia-Blutagar,

Kochblutagar).

** Aspergillus spp. und andere Pilze wachsen auf speziellen Pilzmedien, kénnen aber auch tber ggf. mitgefiihrte
antibiotikahaltige Selektivmedien (z.B. B. cepacia-Selektivagar) und nicht-selektive Medien der Basiskultur
angezlichtet werden.

*** Zu den neuen chromlD-Agar flr P. aeruginosa und B. cepacia-Komplex-Spezies gibt es im Bereich der CF-
Mikrobiologie bisher wenig Erfahrungen.

**** Mit Chloramphenicol und Gentamicin bzw. Cycloheximid als Zusatz; Malzextraktagar ohne
Antibiotikazusatz (niedriger pH-Wert zur Selektion)

VIA: Vancomycin/Imipenem-Agar

(Anhang 2 Kulturmedien und Untersuchungsverfahren zum Nachweis CF-relevanter
Leitkeime)(94)
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