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Mikrobiologische
Diagnostik der Sepsis
anhand zellfreier bakte-
rieller DNA-Technologie —
klinische Implikationen

Zusammenfassung

In der Behandlung von Infektionen ist
die Kenntnis des verursachenden Erre-
gers von entscheidender Bedeutung. Ins-
besondere auf Intensivstationen stellen
Diagnostik und Therapie von Infektionen
nach wie vor eine grofle Herausforde-
rung dar. Je schneller der Erreger iden-
tifiziert und addquat behandelt wird,
desto besser ist die Prognose. Moderne
Methoden wie die zellfreie DNA-Se-
quenzierung aus Vollblutproben (Next
Generation Sequencing — NGS) stellen
neben der Blutkulturdiagnostik als Gold-
standard ein zusatzliches Instrument in
der (friihzeitigen) Erregerdiagnostik dar.

Wir berichten {ber einen 67-jahrigen
Mann mit kompliziertem Verlauf einer
lateralen Oberschenkelhalsfraktur mit
Notwendigkeit der Entfernung des infi-
zierten Fremdmaterials, bei dem im
Rahmen des intensivmedizinischen Auf-
enthalts mittels NGS-Analyse einer Voll-
blutprobe der Nachweis eines Entero-
coccus faecalis gelang. Dieser Erreger
war zuvor im Lokalabstrich der Hiifte
nachgewiesen worden. In Anbetracht
dieses Befundes wurde trotz negativer
Blutkulturen bei zunehmender Organ-
dysfunktion mit Vasopressorpflicht und
steigenden Infektparametern von einer
Waundinfektion als Ursache der Sepsis
ausgegangen. Aufgrund des Resultates
des modernen Verfahrens wurde die
operative Revision indiziert und die
antiinfektive Therapie auf Ampicillin/
Sulbactam deeskaliert. Unter 4-wochiger
antiinfektiver Therapie mit Ampicillin/
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Sulbactam und mehrfachen operativen
Revisionen kam es zu einem signifi-
kanten Riickgang der laborchemischen
Entziindungsparameter sowie zu einer
deutlichen klinischen Stabilisierung der
Organfunktionen mit Weaning vom
Respirator. Der Fall zeigt, dass moderne
Verfahren bei negativer Blutkulturdia-
gnostik einen positiven Erregernachweis
liefern und in der Indikation fiir operative
MaBnahmen und Anderungen im anti-
infektiven Regime hilfreich sein kdnnen.

Summary

For adequate treatment of infections,
knowledge of the responsible pathogen
is of crucial relevance. Especially in
critically ill patients, the diagnosis and
treatment of infections are still a great
challenge. The faster pathogen identifi-
cation and treatment are established, the
better outcome is likely to be. Modern
techniques, such as cell-free DNA-
sequencing from full blood samples
(Next Generation Sequencing — NGS)
are an attractive add-on to classical
blood cultures for adequate and early
pathogen identification.

Here, we report on a 67-year-old male
with a complicated course after hip frac-
ture and need for withdrawal of infected
prosthetic material. During intensive
care treatment of the patient, Entero-
coccus faecalis was identified by NGS
analysis of full blood samples. This
bacterium was also found previously in
samples taken from the patient’s infected
hip region. Blood cultures remained
negative, however, a deterioration in
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organ function and the need of vaso-
pressor therapy indicated wound in-
fection a likely cause of the sepsis. The
result obtained by applying the modern
technology led to surgical revision and
de-escalation of anti-infective treatment
to ampicillin/sulbactam. Under this 4-
week anti-infective regimen and several
surgical revisions infection markers
dropped, and organ functions stabilised
enabling weaning from the respirator.
This case shows that modern diagnostic
procedures in the presence of negative
blood cultures may yield additional in-
formation which may be helpful in
decision-making regarding surgical in-
terventions and anti-infective treatment.

Einleitung

Eine Sepsis infolge einer Wundinfek-
tion ist im intensivmedizinischen Alltag
ein relativ hdufig auftretendes Krank-
heitsbild und bei Vorliegen eines sep-
tischen Schocks mit einer hohen Le-
talitdit verbunden [1]. Die potenzielle
Lebensbedrohung erfordert ein rasches,
zielgerichtetes Handeln von Seiten der
operativen Facher, aber auch der Inten-
sivmedizin — jeweils in enger Zusam-
menarbeit mit der Mikrobiologie und
Hygiene [2]. Als eine Ursache fiir dieses
Krankheitsbild ist die nicht sanierte
Waundinfektion zu nennen. Therapeuti-
sche Prinzipien beinhalten die operative
oder interventionelle Fokussanierung mit
ggfs. chirurgischen Revisionseingriffen
und Gewinnung von mikrobiologischem
Material sowie eine kalkulierte, breite
antibiotische Therapie [1].

Mit Hilfe der aus der mikrobiologischen
Diagnostik gewonnenen Erkenntnisse
inklusive Resistenzbestimmung ist viel-
fach eine Anderung der antiinfektiven
Therapie — zumeist im Sinne einer
Deeskalation — moglich und klinisch
angezeigt. Wenngleich die Blutkultur-
diagnostik unverdndert Goldstandard
in der Diagnostik der Sepsis ist, werden
zunehmend moderne Verfahren wie die
NGS-Analysen, beispielsweise basie-
rend auf zellfreier DNA, entwickelt und
klinisch evaluiert [3-6]. Im Folgenden
beschreiben wir den Verlauf eines Pa-
tienten mit einem septischen Schock auf-
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grund einer Wundinfektion (E. faecalis)
nach komplizierter Oberschenkelhals-
fraktur mit Infektion der eingebrachten
Prothese und sekundarer Entfernung des
eingebrachten Fremdmaterials, bei dem
das moderne Verfahren sich als weg-
weisend erwies, wahrend die klassische
Blutkulturdiagnostik negativ blieb.

Fallbericht

Ein 67-jahriger, multimorbider Patient
(182 cm, 130 kg, BMI 39,2 kg/m?) mit
einem metabolischen Syndrom (arteriel-
ler Hypertonus, Diabetes mellitus Typ 2,
Dyslipiddmie) und einem persistieren-
den Vorhofflimmern (CHA,DS,-VASc-
Score 2) stellte sich in einem externen
Krankenhaus der Regelversorgung nach
einem Sturz und mit klinischem Bild ei-
ner komplizierten lateralen Oberschen-
kelhalsfraktur links vor. Aufgrund des
berufsgenossenschaftlichen Heilverfah-
rens erfolgte die Zuverlegung in unsere
Klinik. Nach operativer Versorgung mit-
tels zementierter Duokopfprothese und
Behandlung auf der unfallchirurgischen
Normalstation wurde der Patient zur
weiteren Therapie auf die geriatrische
Station im Haus verlegt. Dort wurde bei
progredienter Sekretion aus der Wunde
und steigenden Infektparametern eine
Wundheilungsstorung  diagnostiziert.
Mikrobiologisch konnte zu diesem Zeit-
punkt E. faecalis (>10° KBE/ml) im Urin
nachgewiesen werden, aus dem Punktat
der Hiifte gelang kein Erregernachweis.
Es folgte die Entfernung der 4 Wochen
zuvor implantierten Duokopfprothese,
ein mehrschichtiges Debridement mit
Schaffung einer Girdlestone-Situation
und Wundverschluss iiber eine Drainage.
Bei hohem intraoperativem Blutverlust
und kardiozirkulatorischer Insuffizienz
erfolgte die Ubernahme des Patienten
auf unsere Intensivstation. Das Manage-
ment erforderte eine differenzierte Vo-
lumen- und Katecholamintherapie.
Nach Stabilisierung des kardiopulmona-
len Zustands konnte der Patient auf die
unfallchirurgische Normalstation verlegt
werden. Die Aufarbeitung der intraope-
rativ entnommenen Gewebeproben er-
brachte in 3 von 5 Materialien E. faecalis
(Ampicillin-sensibel), Blutkulturen wa-
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ren negativ geblieben. Diese Resultate
wurden nach einer mikrobiologischen
Bearbeitung von 14 Tagen beschrieben.
Es wurde kalkuliert mit Piperacillin/
Tazobactam therapiert.

Im weiteren Verlauf kam es zu einer
progredienten Verschlechterung des All-
gemeinzustands des Patienten. Labor-
chemisch zeigte sich ein deutlicher An-
stieg der Entziindungsparameter. Der
Patient bedurfte 3 Tage spater einer
Waundrevision mit ausgiebigem Debride-
ment, Spiilung sowie Probenentnahme,
Verschluss und Einlage einer Redon-
Drainage der Hiifte linksseitig. Mit Bild
eines septischen Schocks (RR 75/38
mmHg, Vorhofflimmern mit einer HF
134/min, SpO, 80 % unter 4 Liter/min
Sauerstoff) wurde er erneut auf die In-
tensivstation verlegt. Zum Zeitpunkt der
Ubernahme war der Patient vigilanzge-
mindert. Die Blutkulturdiagnostik (aerob
und anaerob) erbrachte den Nachweis
von E. faecalis (time to positivity: jeweils
nach 11 h). Es erfolgte bei zunehmender
respiratorischer Insuffizienz eine orotra-
cheale Intubation und eine mittels eines
erweiterten hdmodynamischen Monito-
ringverfahrens gesteuerte differenzierte
Volumen- und Vasopressortherapie. Die
kalkulierte antiinfektive Therapie mit
Piperacillin/Tazobactam wurde fortge-
fuhrt.

An Folgetagen entwickelte der Patient
Fieber bis 39,6°C, laborchemisch zeig-
ten sich steigende Entziindungspara-
meter (Leukozyten, CRP, PCT) und eine
zunehmende Vasopressorpflichtigkeit.
Die antiinfektive Therapie wurde daher
zundchst auf Meropenem und Fosfomy-
cin eskaliert sowie alle invasiven GefdR-
zugdnge entfernt und unter Gewinnung
von blutkulturellem Material (2 Pdrchen)
neu eingebracht. Eine Computertomo-
graphie des Thorax und Abdomens
erbrachte im Vergleich zur Voruntersu-
chung regrediente pneumonische Infil-
trate, sodass die Lunge nicht als Fokus
der vermuteten systemischen Infektion in
Betracht gezogen wurde. Es zeigten sich
ein subkutaner Flissigkeitsverhalt im
Bereich der linken Hiifte und eine kleine
kontrastmittelaufnehmende Flussigkeits-
ansammlung auf der lateralen Seite des
proximalen Oberschenkels links im
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operativen Zugangsweg. Laborchemisch
konnte ein Harnwegsinfekt als Ursache
ausgeschlossen werden. Ebenso konnte
mikrobiologisch kein Korrelat gefunden
werden (Blutkulturen und Urin). Zu
diesem Zeitpunkt lagen die Ergebnisse
der vorangegangenen Operationen noch
nicht vor. Aus unfallchirurgischer Sicht
bestand keine Indikation zur operativen
Waundrevision.

Parallel zur klassischen Blutkulturdia-
gnostik (2 Parchen, Analytik im MVZ
Labor Koblenz) wurde eine softwareba-
sierte molekularbiologische Untersu-
chung (Vollblutprobe) mittels NGS (Fa.
Noscendo GmbH, Duisburg) initiiert.
Bereits am Folgetag konnte dieses Ver-
fahren den Nachweis von Enterococcus
faecalis liefern. Aufgrund des moleku-
larbiologischen Befundes wurde erneut
zum Ausschluss einer intraabdominellen
Pathologie eine Computertomographie
des Abdomens durchgefiihrt, welche
keine Hinweise daflir ergab. Es kam
erneut zur interdisziplindren Fallbespre-
chung mit Kollegen der Unfall- und All-
gemeinchirurgie, in deren Rahmen sich
aufgrund dieses molekularbiologischen
Befundes fiir eine operative Revision der
Waunde entschieden wurde (Abb. 1).

Intraoperativ stellte sich ein lokaler Be-
fund dar mit deutlichem klinischem
Korrelat. Es erfolgte eine Spillung mit
einer hypochlorithaltigen Losung (Gra-
nudacyn®), ein Wunddébridement, eine
Probenentnahme fiir die Mikrobiologie
und Einlage eines Vakuum-Schwammes.
Die mikrobiologische Analyse des intra-
operativ entnommenen Materials er-
brachte weder in subkutanen Biopsien,
Schaft- und Pfannenregion noch Kno-
chenprobenentnahmen einen Erreger-
nachweis.

In der Folge bedurfte es weiterer
Waundrevisionen. Parallel wurde das an-
tibiotische Konzept anhand des Vorbe-
fundes mit Resistogramm angepasst und
die Therapie auf Ampicillin/Sulbactam
(Tagesdosis 12 g) deeskaliert. An den
Tagen 3, 6 und 12 nach der Revision
(Abb. 1, Tag 1) wurden jeweils ein
VAC-Wechsel mit chirurgischem Débri-
dement mit Entfernung von Nekrosen so-
wie eine Wundspilung vorgenommen.
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Abbildung 1
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Darstellung von Infektparametern (Procalcitonin, PCT, Leukozytenzahl und C-reaktives Protein,
CRP), Vasopressortherapie und chirurgischen Mallnahmen ab dem Tag der Information des positiven

Nachweises anhand des NGS-Verfahrens (Tag 0).

Unter dieser antiinfektiven Therapie
tiber insgesamt 4 Wochen und weiteren
chirurgischen Mallnahmen stabilisierten
sich die Organfunktionen. Die Vasopres-
sortherapie konnte beendet werden, die
laborchemischen Entziindungsparameter
waren riickldufig. Der zwischenzeitlich
perkutan-dilatativ tracheotomierte Patient
konnte nach erfolgreichem Weaning
erfolgreich dekandliert werden.

Infektionen sind ein anhaltendes Pro-
blem in der intensivmedizinischen Be-
treuung schwerstkranker Patienten und
mit einer erhhten Letalitdt assoziiert
[7]. Die potenzielle Lebensgefahr er-
fordert eine rasche mikrobiologische
Darstellung und ein zielgerichtetes, in-
terdisziplindres Handeln mit systemi-
scher Antibiotikatherapie sowie ggf. chi-
rurgischer und/oder interventioneller
Fokussanierung.

In unserem Fall wurde durch das mo-
derne molekularbiologische Diagnos-
tikverfahren einer Blutprobe innerhalb
von 24 h der Nachweis eines grampo-
sitiven Erregers (Enterococcus faecalis)
geliefert, was zu einer Anderung im
klinischen Management mit Indikation

zu einem chirurgischen Eingriff und
Deeskalation der antiinfektiven Therapie
flhrte. Als indirekter Hinweis auf eine
grampositive Sepsis, wie im vorliegen-
den Fall durch das moderne Verfahren
angezeigt, kann die im Vergleich zu
gramnegativen Erregern geringe Hohe
des Procalcitonins betrachtet werden
[8]. Der Abfall dieses Biomarkers unter
den durchgefiihrten Mallnahmen st
passend zum klinischen Verlauf. Dass
das intraoperativ gewonnene Material
keinen mikrobiologischen Erregernach-
weis lieferte, ist moglicherweise mit dem
Umstand der antiinfektiven Therapie mit
Meropenem in Verbindung zu bringen.

Bei diesem modernen diagnostischen
Verfahren handelt es sich um eine soft-
warebasierte Untersuchung von NGS-
Daten, basierend auf der zellfreien DNA
einer Vollblutprobe, in deren Rahmen
mehr als 1.500 Erreger (Bakterien, DNA-
Viren, Pilze oder Parasiten) innerhalb
von 24 h identifiziert werden kénnen
[3-6]. Dieses Verfahren beruht auf
der Sequenzierung zellfreier DNA im
Plasma und benétigt eine Vollblutprobe
von 2-5 ml. Die generierten Daten
werden mithilfe einer lizensierten und
zugelassenen Software ausgewertet und
auf vorhandene Erreger tberpriift.
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Aus unserem Fall lassen sich bestitigend
zu bisherigen Arbeiten [9,10] zwei
Aspekte ableiten: a) neben dem Poten-
zial eines Nachweises <24 h und der
Tatsache, dass durch das NGS-Verfahren
die diagnostische ,Ausbeute” gesteigert
werden kann - dass berhaupt ein
Erregernachweis gelingt, wahrend die
klassische Blutkultur negativ bleibt — und
b), dass Anderungen im klinischen Ma-
nagement (operativ und antiinfektiv) die
Folge sind. Eine moglichst frithzeitige
Anpassung einer kalkulierten Therapie,
Uberwiegend charakterisiert durch ei-
ne sog. Deeskalation, gehort zum ra-
tionalen Einsatz von Antiinfektiva. Mit
einer Deeskalationsstrategie verbundene
Aspekte beinhalten das Potenzial fiir
eine geringere Resistenzentwicklung,
bessere Uberlebenswahrscheinlichkeit
und Kostenreduktion [11].

In unserem Fall bleibt unklar, warum
aus dem OP-Material mithilfe der klas-
sischen mikrobiologischen Diagnostik
kein Erregernachweis gelang. Neben
Aspekten der Qualitdt und Reprdsenta-
tivitdt der entnommenen Probe und der
Menge an potenziell nachzuweisenden
Erregern spielen moglicherweise prozes-
surale Punkte eine Rolle.

Wenngleich die aktuelle Datenlage
zur NGS-Diagnostik keine eindeutigen
Schlussfolgerungen zuldsst, sollte das
Verfahren mitunter aufgrund der ge-
ringen Nachweisgrenze u. a. in Situa-
tionen eingesetzt werden, in denen die
klassische Blutkulturdiagnostik mit all
ihren Limitationen in der praktischen
Umsetzung [12] negativ bleibt, oder
z. B. bei einer Endokarditis, bei der eine
geringe Erregerlast im Blut gegeben
sein kann. Ebenso ist dieses Verfahren
moglicherweise bei Patienten mit feh-
lenden klinischen Symptomen fiir eine
systemische Infektion (Therapie mit Im-
munsuppressiva, eingeschrankte Immun-
antwort bei Patienten aus der Hamato-
Onkologie) mit einem diagnostischen
Vorteil verbunden. Bisherige Daten zu
diesem Verfahren legen nahe, dass sich,
neben der Bestatigung durch die Blutkul-
tur, zusatzliche Ergebnisse nachweisen
lassen [6]. Der klinische Stellenwert
hinsichtlich abgeleiteter diagnostischer
und therapeutischer Mafinahmen ist
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bislang nicht ausreichend untersucht,
ein positiver Einfluss auf das Outcome
in Anbetracht der bis dato zu geringen
Patientenzahl nicht nachgewiesen [6].
Im eigenen Fall wurde bei negativer
Blutkulturdiagnostik aufgrund des Er-
gebnisses aus dem modernen Verfahren
die Indikation flir eine operative Revi-
sion und Umstellung der antiinfektiven
Therapie abgeleitet. Neben den poten-
ziellen Vorteilen des NGS-Verfahrens
sind u. a. durch die geringe Nachweis-
grenze und hohe Sensitivitdt bedingte
Limitationen der Vollblutdiagnostik zu
berticksichtigen. Maégliche (kutane) Kon-
taminationen (bakteriell oder fungal) und
z. B. der Nachweis viraler Sequenzen
konnen eine erschwerte Interpretation
der Ergebnisse zur Folge haben. Von
besonderer klinischer Relevanz ist, dass
kein Resistogramm mitgeliefert wird.
Hier gibt es allerdings erste Ansitze,
die Diagnostik auch diesbeziglich zu
erweitern. Es bedarf weiterer, groRerer
klinischer Studien zum Stellenwert die-
ses Verfahrens in der Intensivmedizin.

Zusammenfassung

Das Management von Patienten mit sep-
tischem Schock erfordert eine schnelle
mikrobiologische Diagnosestellung und
eine zielgerichtete Behandlung. Ein
wesentlicher Faktor bei der Eradikation
der infektiosen Mikroorganismen ist
die gezielte Antibiotikatherapie mit ggf.
chirurgischer und/oder interventionel-
ler Fokussanierung. In diesem Kontext
spielt eine rasche mikrobiologische Dia-
gnostik und als Folge eine prdzise The-
rapie fir die gesamte Prognose kritisch
kranker Patienten eine entscheidende
Rolle. Moderne Verfahren wie Next-
Generation Sequencing zellfreier DNA
konnen hilfreich sein, um das Regime
zur chirurgischen Fokussanierung und
antiinfektiven Therapie zu definieren.

Ethische Aspekte

Den Autoren liegt eine schriftliche
Zusage der juristisch als Vertreter des
Patienten benannten Ehefrau zur Verof-
fentlichung der Daten nach Depersona-
lisierung vor.
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