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1. Einleitung und Zielsetzung

1.1 Bakterien und ihre Behandlung — Ein Teufelskreis?

Das verstarkte Auftreten multiresistenter Keime ist seit geraumer Zeit von
weltweiter Bedeutung (Levy & Marshall, 2004).

Doch wie kommt es zu einer solchen Verbreitung von
Antibiotikaresistenzen? Als ein einfaches Erklarungsmodell lasst sich die
streng-darwinistische Vorstellung des Selektionsdruckes heranziehen:

Eine Bakterienpopulation ist genotypisch, und teilweise phanotypisch
heterogen. Sollte diese Population unter Selektionsdruck geraten,
beispielsweise weil sie einem Antibiotikum ausgesetzt wird, wirden die
wenigen Mitglieder einer resistenten Subpopulation diese Behandlung
Uberleben®. Der resistente Typus ware somit selektioniert. Durch das
Massensterben seiner Artgenossen verfligt der resistente Subtypus lber
groBe Mengen an Nahrung und Lebensraum um sich auszubreiten.
Dadurch wird der Subtypus zum Haupttypus der Population und die neu
entstehende Kolonie ist gegen das verwendete Antibiotikum bei der
nachsten Verwendung resistent (Feng et al., 2016). Gleichzeitig ist das
resistente Bakterium mdglicherweise in der Lage seine Resistenz Uber
Konjugation horizontal auf andere Bakterien, zum Teil sogar auf andere
Bakteriengattungen, zu verteilen. So konnte auch in Metaanalysen ein
hochsignifikanter Zusammenhang zwischen dem Konsum von Antibiotika
und der in der Bakterienpopulation beobachteten Resistenzlage gefunden
werden (Bell, Schellevis, Stobberingh, Goossens, & Pringle, 2014).

Die Vorstellung, dass es durch Neumutation im antibiotika-gesattigtem
Umfeld zu verteilungsreifen Resistenzgenen kommt, ist jedoch als sehr
eindimensional zu bewerten. Zwar konnte gezeigt werden, dass solche
Mutationen stattfinden, allerdings gehen sie oft mit einem Verlust an
Fitness im Rahmen von Nahrstoffnutzung und Wachstumsgeschwindigkeit
einher. Daruber hinaus konnte Kreuz-Hypersensibilitat beobachtet werden,
was bedeutet, dass eine Subpopulation von Bakterien durch Mutation

resistenter gegen Antibiotikum X aber anfélliger gegen Antibiotikum Y wird

! Eine eindriickliche Live-Darstellung der Selektion und Verbreitung resistenter Bakterien ldsst sich in
dem Experiment von (Baym et al., 2016) beobachten.
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(Ben Zakour et al., 2016; Phan et al., 2015; Schembri et al., 2015; Zakour,
Alsheikh-hussain, Ashcroft, Khanh, & Roberts, 2016). Vielmehr scheinen
die relevantesten Resistenzmechanismen und -Gene bereits natirlich in
geringer Menge vorzukommen, was sich z.B. bei Untersuchungen von
antibiotikafernen Populationen von Menschen im Amazonasgebiet
beweisen lie3 (Clemente et al., 2015). Dies erscheint nachvollziehbar,
denn viele Antibiotika sind Abkémmlinge von natirlich vorkommenden
Pilzgiften. Die bedeutsamste Quelle an resistenten Erregern sind somit die
Verbreitung tUber klonale Vermehrung und die Weitergabe ihrer Gene, zum
Beispiel Uber Wasser (Finley et al., 2013).

Interessanterweise konnte gezeigt werden, dass einzeln betrachtet
sensible Bakterien sogenannte kommunale Resistenzmechanismen wie
Biofilmbildung oder induzierte Heterogenitat nutzen, um als Kolonie in
einem Umfeld zu Uberleben, welches sich fir das einzelne Bakterium als
tddlich erweisen wiirde (Vega & Gore, 2014).

Um den immer resistenteren Erregern Herr zu werden, wird in der
empirischen Therapie zu immer breiter wirksamen Antibiotika gegriffen,
welche wiederrum zu starkerer Selektion und breiterer Resistenz fuhren.
Sollte diese Strategie weiter verfolgt werden wirde dies in einen
Teufelskreis minden und schlussendlich jegliche antibiotische Therapie

unwirksam machen.

Somit kann man zu dem Schluss kommen, dass die Verbreitung der
Multiresistenz unter den Erregern Produkt von zwei Faktoren ist: Die
Verbreitung der Resistenzgene unter den Mikroben und die Gabe von

Antibiotika, die deren Entwicklung und Selektion befeuern.

1.2 Harnwegsinfektionen (HWI)

Im Zusammenhang mit Infektionskrankheiten und Resistenzentwicklung
lassen sich Harnwegsinfektionen (HWI) als geradezu modellhaft
heranziehen: Harnwegsinfektionen gehéren mit einer Lebenszeitpravalenz
von 11-19% in der Allgemeinbevélkerung zu den haufigsten
Krankenhausinfektionen (F. Wagenlehner et al., 2016). Insbesondere bei
Frauen, die mit einer Lebenszeitpravalenz von 37% und einer

Wiederholungsrate von 79% zu einer Risikogruppe gehdren, werden



Harnwegsinfektionen aufgrund des Leidensdrucks haufig empirisch mit
Antibiotika behandelt.  (Butler, Hawking, Quigley, & McNulty, 2015)
(Funfstuck, Helbig, Hofmann, & Hyome, 2017; Kranz, Schmidt, Lebert,
Schmiemann, & Wagenlehner, 2017; F. M. Wagenlehner, Schmiemann, &
DGU, 2017).

Harnwegsinfektionen treten zumeist durch Keimverschleppung von
fakultativ-pathogenen Erregern aus ihrem natirlichen Habitat (Enddarm
etc.) in die Harnwege und damit endogen auf. Als moégliche Risikofaktoren
kommen dabei medizinische Eingriffe (z.B. transrektale
Prostatastanzbiopsie), Katheterisierung und Sexualaktivitat (sogenannte
Honeymoon-Cystitis) in Betracht. Dabei wirken u.a. die kirzere Harnréhre
und der relativ geringe Abstand zwischen Harnréhrenausgang und
Enddarm bei der Frau als begtinstigende Faktoren fur die Infektion.

Als Kklassische Symptome der Zystitis, die den grof3ten Anteil der
Harnwegsinfektionen ausmacht, stellen sich imperativer Harndrang,
Dysurie, erschwerte oder als erschwert empfundene Miktion, Algurie, der
Schmerz wahrend der Miktion, und die Pollakisurie, die Miktion in kleinen
Portionen, dar. Allgemeine vagale Symptomatik wie Ubelkeit oder
Unwohlisein, Fieber, sowie im akuten Verlauf krampfhafte Schmerzen sind
ebenfalls beschrieben und deuten dann auf eine aszendierende Infektion
hin (Fritzenwanker, 2013).

Die am haufigsten auftretende Form der Zystitis, die unkomplizierte Zystitis
der Frau, verlauft normalerweise sowohl meistens selbstlimitierend als
auch komplikationslos (Kranz et al., 2017).

Folglich ist zusammenfassend festzuhalten, dass zumindest die ambulant
erworbene, unkomplizierte Zystitis ein haufiges, in der Regel aber nicht
lebensbedrohliches Leiden darstellt.

Die Diagnostik des Harnwegsinfekts an sich erfolgt normalerweise klinisch,
ggfs. unterstitzt durch einen klinisch validierten Fragebogen (Alidjanov et
al., 2017). Sollte es zur Diagnose einer unkomplizierten Infektion des
unteren Harntrakts kommen, so kann auch rein symptomatisch behandelt
werden (lbuprofen-symptomatische Therapie). Dies erzielt nach einer
Woche immerhin eine Beschwerdefreiheit in bis zu bei 70% der Patienten,
gegenuberstehend der 80% nach antibiotischer Behandlung. Allerdings

sind aufsteigende Harnwegsinfekte mit der tatsachlich bedrohlichen



Pyelonephritis bei fehlender antibiotischer Behandlung haufiger
(Kronenberg et al., 2017; F. M. Wagenlehner et al., 2017).

Sollten wie auch immer geartete verkomplizierende Faktoren vorliegen, so
ist eine Erregerbestimmung fur eine adéquate Therapie unerlasslich.

Das Standardwerk zur medizinischen Mikrobiologie Dorries (Auflage 2014)
legt folgende Werte fur die Verteilung der Erreger zugrunde:

e E. coli 50-70%

¢ Andere gramnegative Enterobacteriaceae 10-20%

e Enterokokken 10-20%

e Pseudomonas aeruginosa 5%

e Staphylococcus aureus 5%

e Pilze <5%

Diese Zahlen unterliegen allerdings einem systemischen Fehler, im Sinne
dessen, dass manche Erreger anspruchsvoller zu kultivieren sind und
deswegen unter Umstanden kulturell nicht hachgewiesen werden kdnnen.
Beispielsweise konnte gezeigt werden, dass mehr als 22% der Urinproben
kulturell nicht erfasste Bakterien enthalten (z.B. Lactobacillus)
(Fritzenwanker, Imirzalioglu, Chakraborty, & Wagenlehner, 2016; C.
Imirzalioglu, Hain, Chakraborty, & Domann, 2008).

Folgendes lasst sich nun festhalten: Harnwegsinfekte sind optimal zum

Erproben und Entwickeln einer Strategie zum Sparen von Antibiotika und

Vermeiden von Resistenzen geeignet, da sie:

e Haufig sind

e Sowohl im ambulanten als auch im klinischen Setting auftreten

e Aufgrund ihres gut definierten Keimspektrums Nukleotidsequenz-
gezielte Diagnostik ermoglichen (Chapelet et al., 2016)

¢ Im ambulanten Setting andere Resistenzen aufweisen und folglich nicht
analog zu den klinischen Infektionen behandelt werden sollten
(Schmiemann, Gagyor, Hummers-Pradier, & Bleidorn, 2012; Stapleton
et al., 2017))

e Als asymptomatische Bakteriurie prophylaktisch vor chirurgischen
Eingriffen  behandelt werden missen, um einer madglichen

Keimverschleppung vorzubeugen. (F. M. Wagenlehner et al., 2017)



Besonders interessant hierbei ist das Beispiel der oben genannten
transrektalen Prostatastanzbiopsie. Da hierbei das Rektum perforiert und
in das Gewebe der Prostata eingedrungen wird, droht hierbei das Risiko
einer Keimverschleppung und folgenden Gewebeinfektion. Um dies zu
verhindern wird eine antibiotische Prophylaxe empfohlen. Die
standardmaRig durchgefiihrte, empirische Therapie wurde mit einer 4,55%
postbioptischen Infektionsrate beziffert, wahrend die gezielte antibiotische
Prophylaxe - basierend auf einer vorher durchgefiihrten Kulturabnahme
und Resistogrammbestimmung aus dem Enddarm des Patienten - lediglich
eine 0,72% postbioptische Infektionsrate nach sich zog (Cussans, Somani,
Basarab, & Dudderidge, 2016; Davenport et al., 2017). Dies demonstriert
sehr eindricklich, dass die gezielte antibiotische Prophylaxe eine

signifikante Reduktion infektidser Komplikationen bewirkt.

Die Problematik der gezielten Therapie liegt momentan an der Zeit, die
bendtigt wird um adaquate, mikrobiologische Informationen zu einem
Patienten zu generieren. Die haufig verwendeten Urin-Dipsticks
(Teststreifen) sind sowohl einfach zu verwenden als auch schnell in ihrer
Auswertung, was klassische Kriterien fir ein Point-of-Care Verfahren sind,
liefern allerdings weder die diagnostische Sicherheit, die man erwarten
musste, noch liefern sie treffgenaue Daten, die zur ldentifizierung von
Bakterien notwendig waren (Kunin, 1997). Vor allem bieten sie keinerlei
Informationen zu Antibiotika-Resistenzen.

Der aktuelle Goldstandard der Diagnostik ist die Kultur, welche je nach
Standort, inkl. phanotypischer Resistogrammbestimmung, zwischen zwei
und drei Tage bendtigt (Davenport et al., 2017). Diese Zeit ist in Szenarien
einer Notfallsituation schlicht nicht abzuwarten und bei symptomatischen
HWI mochte der Patient aufgrund der korperlichen Beschwerden sofort

Behandlung erfahren.

Es ist also den Anforderungen eines gewissenhaften Umgangs mit den
antibiotischen Reserven und der Erwartung an den Erfolg der Medizin
durch den Patienten geschuldet, dass eine schnellere, prazisere und

patientenndhere Diagnostik gefunden wird.



1.3 Point-of-Care Diagnostik

Das Prinzip der Point-of-Care Diagnostik ful3t auf der Uberlegung, dass man
bessere, schnellere, gezieltere Therapie am Patienten leisten kann, wenn man
schnelleren Zugriff auf nétige Informationen hat. Im Gegensatz zu der
herkbmmlichen Testung, bei der man die Proben in ein aulerhalb der
Behandlungsstelle liegendes Labor schickt, macht man sich bei der Point-of-
Care Testung die Mdglichkeit einer ortsnahen Diagnostik zunutze (Kost,
1995).

Das Verlassen der gut kontrollierbaren Laborumgebung und die Integration in
den klinischen Alltag stellen besondere Herausforderungen an ein Point-of-
Care Diagnostik Verfahren:
e Der Test muss einfach zu handhaben sein, damit er ohne spezifische,
labormedizinische Ausbildung durchfihrbar ist.
e Der Test muss robust gegen Fehlerquellen sein um in der Klinik
bestehen zu kdnnen.
e Der Test muss schnell durchfuhrbar sein, damit ein Vorteil gegentber
der herkbmmlichen Labordiagnostik besteht.
Um dies leisten zu kénnen ist eine suffiziente Entwickelung des Tests und eine

Vorbereitung von Seiten des Klinikums unerlasslich (Nichols, 2007).

Der Erfolg der Point-of-Care Tests ist jedoch unbestreitbar. Als ein allseits
bekanntes Beispiel des Point-of-Care Testens lassen sich die
Blutglukosemessung  mittels  kapillarem  Blut oder die fiur die
Herzinfarktdiagnostik verwendeten Troponin-Schnelltests anfiihren. Es konnte
gezeigt werden, dass insbesondere in der primarmedizinischen Versorgung
ein Verlangen nach Point-of-Care Diagnostik besteht (Howick et al., 2014).
Um diesem Bedarf an besseren medizinischen Werkzeugen nachzukommen
entwickeln sich auch die Techniken der Point-of-Care Diagnostik in der
Mikrobiologie weiter. Als besonders vielversprechender Ansatz hat sich die

loop-mediated isothermal amplification (LAMP) erwiesen.

1.4 Loop-mediated isothermal amplification




Die LAMP-Methode basiert grob auf der Methode der Polymerase-
Kettenreaktion (PCR, Kary Mullis 1984), welche zur Vervielfaltigung von
bestimmten DNA-Abschnitten genutzt werden kann. Dafur wird ein Mutter-
DNA-Strang (sog. Template) von zwei bestimmten DNA-Oligonucleotiden
(Primer) eingefasst, welche einem Enzym (thermostabile DNA-Polymerase)
ermoglichen, einen Tochterstrang des Template zwischen den beiden Primern
zu synthetisieren. Daraufhin wird das Template von dem Tochterstrang mittels
einer Temperaturspitze getrennt und der Prozess kann sich zyklisch

wiederholen.

Die LAMP-Methode wurde erstmals im Jahre 2000 entwickelt (Notomi et al.,
2000) und verwendet im Gegensatz zu herkémmlichen Nucleotid-
Amplifikationstechniken neben den ,Vorwérts- und Ruckwartsprimern®
zusatzlich  ,Forwarts-Innen-, und ,Rlckwarts-Innen-Primer.  Spatere
Optimierungen der Technik flhrten zusatzlich noch ,Loopprimer® ein
(Nagamine, Hase, & Notomi, 2002).

Bei der Amplifikation kommt es zur Bildung eines girlandenformigen DNA-
Musters, welches sich selbst durch Anlagerung der zusatzlichen Primer
prinzipiell endlos fortsetzen kann und nicht, wie bei der herkdbmmliche PCR,
zyklisch Uber Erhitzen von dem Mutter-Strang getrennt werden muss (siehe
Abbildung 1&2). Die Reaktion kann also durchgangig bei einer Temperatur
durchgefuhrt werden (isothermal), was im Gegensatz zur Kklassischen
trizyklischen PCR einen enormen Geschwindigkeitsvorteil ermdglicht und
einen, relativ betrachtet, geringeren, apparativen Aufwand bedeutet.
Gleichzeitig produziert es im Vergleich zu der PCR mehr Genprodukt in
vergleichbarer Zeit mit  entsprechenden Implikationen  fur  die

Detektionsmdglichkeiten.

Abbildung 1 Schematische Darstellung der Entwicklung der Startstruktur fir den Elongationszyklus der
LAMP Grafik modifiziert nach [2]. Die farbigen Kasten stellen die Primersequenzen bzw. ihre Bindungstellen dar. F3
= Forward-Primer (Vorwarts-Primer); FIP = Foward-Inner-Primer (innerer Vorwarts-Primer); LF = Loop-Forward-
Primer (Schlingen-Vorwartsprimer); LB = Loop-Backward-Primer (Schlingen-Ruickwartsprimer); BIP = Backward-
Inner—Primer (innerer Rickwarts-Primer); B3 = Backward-Primer (Ruckwarts-Primer).
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Abbildung 2 Schematische Darstellung des Elongations- und Amplifikationszyklus der LAMP Grafik
modifiziert nach [2], Benennung wie in Abbildung 1
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Zur Detektion wird das Genprodukt fluoreszierend markiert, sodass bei grofR3en
Mengen mit dem bloRen Auge, ansonsten aber Gber maschinelle Erfassung

die Amplifikation gemessen werden kann.

Anders als eine klassische PCR mit Geldetektion bietet die LAMP-Methodik,
ahnlich wie die Realtime-PCR, die Moglichkeit, das Template zu quantifizieren.
Bei der Detektion mit dem bloRen Auge ist das eher schwierig, aber mit
geeignetem Equipment lasst sich der Verbrauch der Nukleotide bzw. die
Produktion vom Amplifikat kontinuierlich messen, z.B. photometrisch. Uber die
zeitliche Dynamik dieser Messungen lassen sich Riuckschlisse Uber die
Ausgangskonzentration des Template fuhren.

Da schon Mengen von bis zu 4 Kolonie-bildende-Bakterieneinheiten (KBE/
eng. colony funding unit = CFU) pro Milliliter im Test nachgewiesen werden
kénnen, spricht ein positives LAMP Ergebnis nicht zwingend fir eine klinisch
relevante Keimmenge in der Probe (Q. Yang et al., 2015).

Vorteilhaft an der LAMP ist zudem die gute Stabilitdt gegentber Inhibitoren

aus der Patientenprobe, welche bei der PCR ein groRes Problem darstellen



konnen und eine extensive Praanalytik erfordern. Als Beispiel konnten in
Endemie-Gebieten der Malaria in Thailand mit minimaler Vorbereitung der
Patientenprobe gute, diagnostische Ergebnisse von Malaria erzielt werden
(Sattabongkot, Tsuboi, Han, Bantuchai, & Buates, 2014).

Die Madoglichkeit, ein kompaktes, ja sogar tragbares, Gerat (Abbildung 3),
welches minimale Vorbereitung der Probe zur Analyse benétigt, das auf der
LAMP-Technik basiert und resistent gegen Storfaktoren ist, zu konzipieren,
pradestiniert diese Technik zur Anwendung im Point-of-Care Umfeld oder im

Ressourcen reduzierten Umfeld des Feldeinsatzes in Entwicklungslandern.

A
LW

Y0 A

Abbildung 3 Genie Il von Amplex Schematische Darstellung des Teststreifens und der Beladung.

Dies wurde tatsachlich auch schon mit einigem Erfolg erreicht: So konnte
gezeigt werden, dass man mittels der LAMP-Technik Pseudomonas
aeruginosa und seine Toxingene im Point-of-Care Umfeld nachweisen konnte
(Chen et al., 2016), dass das Gen der KPC (Klebsiella pneumoniae
Carbapenemase) sowohl im wissenschaftlichen als auch im wirtschaftlichen
Umfeld detektiert werden kann ( (Nakano et al., 2014); eazyplex® SuperBug
CRE von Amplex/ mcrl-Resistenzgenmessung (Can Imirzalioglu et al., 2017))
und sogar Viren wie Influenza-Viren verlasslich und schnell detektiert werden
kénnen (Mahony et al., 2013).

Ahnliche Ergebnisse konnten auch beziiglich Salmonellen, Tuberkulose, oder
Meningokokken erzielt werden (Geojith, Dhanasekaran, Chandran, &
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Kenneth, 2011; Karrasch et al.,, 2018; Ponaka, Curioso, Patel, Elagin, &
Slepnev, 2015; Q. Yang, Domesle, Wang, & Ge, 2016).

Dariiber hinaus kann die LAMP ein sinnvolles Diagnostikwerkzeug in
infektiologischen  Notfallsituation wie einer Sepsis darstellen, um
schnellstmdglich Keim und Resistogramm zu bestimmen (Rdodel et al., 2017).

Zusammenfassend lasst sich sagen, dass der Antrieb, mittels der LAMP-
Technik, einen Test zu entwickeln, der schnelle und verlassliche Diagnostik
von dem Labor an den Patienten bringt und gleichzeitig Resistenzen

nachweist, sehr zeitgemal ist.

1.5 Verbreitung der Resistenzgene

Um eine Diagnostik der Empfindlichkeit von Bakterien Uber den Nachweis
genetischer Marker zu ermdéglichen, missen einige Voraussetzungen erfillt
sein: Zum einen sollten aus praktischen Griinden innerhalb der untersuchten
Bakterienpopulation einige wenige Gene hohe pradiktive Starke fir
phénotypische Resistenz haben. Zum anderen sollten diese relevanten Gene
bei einer groRen Mehrheit der resistenten Bakterienpopulation vorliegen. Wird
ein relevanter Anteil bakterieller Resistenz durch ein oder mehrere
Resistenzgene verursacht, nach welchen nicht gesucht wird, werden diese
systematisch Ubersehen — es sei denn, diese Resistenzgene wiederum liegen
haufig genug zusammen mit dem gesuchten Resistenzgen vor. Dies erfordert

vorab statistische Untersuchungen des Genoms.

Antibiotikaresistenzen werden bei Bakterien haufig auf Plasmiden kodiert,
welche mittels Konjugation zwischen Bakterien Ubertragen werden kénnen. Da
Zugehorigkeit zu derselben Gattung hierfir nicht zwingend notwendig ist,
werden  Uber  Bakterienstamme  hinweg analoge  Plasmide zur
Resistenzentwicklung genutzt (Schumann, 2008; Smillie, Garcillan-Barcia,
Francia, Rocha, & de la Cruz, 2010).

Als Beispiel lasst sich hierfur Escherichia coli ST131 heranfihren, eine klonale
Gruppe an E. coli, die mittlerweile weltweit nachgewiesen wurde und
gleichzeitig der weltweit haufigste, extraintestinal-pathogene E. coli geworden
ist. (Nicolas-Chanoine, Bertrand, & Madec, 2014)
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Die Vorstellung, dass Escherichia coli ST131 durch seine umfassende
Antibiotikaresistenz gegenuber sensibleren Artgenossen einen hohen Fitness-
Verlust erfahren musste, was einen Abfall der Pathogenitat und Verdrangung
unter optimalen Wachstumsbedingungen zur Folge hat, stellte sich bisher
leider als unzutreffend heraus. Im Gegenteil: Untersuchungen zeigten, dass
sich die klonale Linie des ST-131 zunachst durch bessere
Kolonisationsfahigkeit an den Mensch adaptiert und vermehrt hat, und sich
spater durch Resistenzentwicklung an den wachsenden antibiotischen Druck
in der medizinisch behandelten Menschenpopulation angepasst hat. Kurz
nachdem Fluorchinolone weltweit massenhafte Anwendung in der Behandlung
von Harnwegsinfektionen fanden, hatten Vertreter dieser Linie Resistenz
gegen diese Wirkstoffgruppe erworben, und konnten sich dann, anders als
andere Linien, weltweit behaupten und expandieren. Wiederum spéater wurde
ein Plasmid mit dem Gen fir CTX-M-15 aufgenommen, einer extended-
Spectrum-Betalaktamase, welche Resistenz gegenuber den meisten
Penicillinen und Cephalosporinen verleiht und so dem weiteren antibiotischen
Druck entgegenwirkte (Ben Zakour et al., 2016). Diese Eskalationsspirale setzt
sich auf medizinischer Seite mit der Anwendung von Carbapenemen fort — und
folgerichtig wurden bereits auch einzelne Isolate der ST-131-Linie mit

Carbapenemasen nachgewiesen.

Die Breitsprektrum-Betalaktamase CTX-M-15, welche nach ihrer starken
Hydrolyseaktivitat gegen Cefotaxim (CTX), dem Ort ihrer ersten Entdeckung
(Minchen) und der Reihenfolge ihrer Entdeckung (Gencluster 15) benannt
wurde, ist nicht zuletzt aufgrund ihres Vorkommens in Escherichia coli ST131
eines der haufigsten Resistenzgene in Europa.

Urspringlich entstammt der CTX-M-Cluster an Resistenzgenen der Kluyvera
Spezies, einem peritrich begeiBeltem Mitglied der Enterobacteriaceae, welche
hauptsachlich in Wasser und Erde vorkommt und bei Immunkompetenten
selten Infektionen hervorruft.

Hierin lasst sich ein Beispiel dafur finden, wie die Resistenzen fakultativ
pathogener Erreger mittels Konjugation auf virulentere Bakterien Ubertragen
werden, und dann in der klinischen Praxis Probleme verursachen.

Mittlerweile findet sich CTX-M-15 auch in anderen Spezies, beispielsweise
Salmonella oder Klebsiella (Hudson, Bent, Meagher, & Williams, 2014).
Aufgrund der klonale Verbreitung dieser Erreger, kann man durch Nachweis

von wenigen Resistenzgenen, welche wie CTX-M-15 keimfamilientibergreifend
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Ubertragen werden, die phéanotypische Resistenzlage dieser Keime

voraussagen.
Durch sorgfaltige Abwagung von Fragestellung, untersuchten Material und

Patientenkollektiv, kann die Selektion der Zielgene noch weiter optimiert

werden.

1.6 Urinteststreifen

Abgesehen von genotypischen Testmethoden und der klassischen Kultur gibt
es noch andere Diagnostikwerkzeuge, die zu einer optimalen Versorgung des
Patienten herangezogen werden kénnen. Die sogenannten Urinteststreifen
beispielsweise werden in der Praxis regelmafig benutzt: Hierbei werden
mittels eines chemischen Indikators per Farbumschlag beim Auftragen von
frischem Urin bestimmte Inhaltsstoffe nachgewiesen. Besonders interessant
sind dabei die Parameter Leukozyten, welche im handelsublichen Format
semiquantitativ in 4 Stufen angegeben werden, und Nitrit, welches rein
qualitativ erfasst wird.

Menge und Vorhandensein von Leukozyten wird hierbei Uber das
Vorhandensein der Leukozytenesterase (oder genauer Indoxylesterasen)
bestimmt, welche bei der Lyse von Granulozyten in den Urin gelangt. Dies
stellt eine wichtige Fahigkeit des Teststreifens dar, manifeste Infektionen der
Harnwege, die normalerweise mit einer Entzindung im Sinne einer
Leukozyturie einhergehen, zu detektieren.

Nitrit hingegen ist ein Metabolit von bestimmten Bakterienfamilien (auch
nitritpositive Bakterien genannt), welches mittels der Nitratreduktase bei
Vorhandensein einer bakteriellen Infektion der Blase aus Nitrat gebildet wird.
Vorteilhaft an diesem Nachweis ist, dass Nitrit nicht von kdrpereigenen Zellen
produziert wird, weswegen schon das Vorhandensein von Nitrit ohne jegliche
Quantifikation fur eine bakterielle Besiedelung spricht. Nachteilig ist, dass der
Urin far ein nitritpositives Ergebnis einige Stunden in der Blase verweilen
muss, damit die Nitratreduktion durch die Bakterien stattfinden konnte.
Idealerweise sollte vor Abnahme des Testurins mindestens 2 Stunden vorher
keine Miktion erfolgt sein — bei einer Harnwegsinfektion mit symptomatischer
Pollakisurie oft nicht einfach umzusetzen. Zudem produzieren einige Erreger

von Harnwegsinfektionen kein Nitrit (Enterococcus species, Staphylococcus
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aureus, Acetinobacter species), weswegen sich eine Harnwegsinfektion und
ein auf Nitrit negativ getesteter Urin nicht ausschlielen. Auch gibt das
Vorhandensein von Nitrit keinen Aufschluss tber die Menge der bakteriellen
Erreger.

Nichtsdestoweniger findet der Urinteststreifen aufgrund seiner einfachen
Durchfiihrbarkeit und der Méglichkeit, sich einen ,Uberblick zu verschaffen,
vielfach in der Klinik Verwendung, und manche Autoren bewerten ihn durchaus
als exzellenten Schnelltest, wenn auch die Test-(Rahmen-) Bedingungen
streng eingehalten werden mussen. (Devillé et al., 2004; Gieteling, van de
Leur, Stegeman, & Groeneveld, 2014; Helling, 2002; Little et al., 2006)

1.7 Durchflusszytometrie

Ein weiteres Verfahren, was in der modernen Urindiagnostik genutzt wird, ist
die  Durchflusszytometrie. Die  Methode der fluoreszenzbasierten
Durchflusszytometrie ist erstmals 1968 von Wolfgang Go6hde entwickelt
worden. Hierbei wird die Probe in einer Tragerflissigkeit an einem Laserstrahl
vorbeigefluihrt. Die Messkiivette wird dabei so klein und eng gewahlt, dass die
korpuskularen Bestandteile der Probe lediglich einzeln durch den Lichtstrahl
treten kdnnen. Das dabei entstehende Streulicht wird in Vorwartsstreulicht und
Seitwartsstreulicht unterteilt. Das Vorwartsstreulicht gibt Aufschluss Uber die
GroRRe der Zelle, da es durch die Beugung um den Kérper herum entsteht,
wohingegen das Seitwartsstreulicht Aufschluss tUber den Inhalt der Zelle gibt,
da es durch Lichtbrechung an Zellorganellen entsteht (siehe Abbildung 4).

Die sich daraus ergebenden Daten ergeben ein recht genaues Bild um welche
Zellart es sich beim Untersuchungsobjekt handelt. Leider beschreibt die
Durchflusszytometrie lediglich Form und GroRe der Zellen in der Probe und
kann deswegen keine Aussage zu Vitalitat, spezieller Spezies oder Resistenz
der detektierten Bakterien machen.

Im Gegensatz zu der LAMP oder den Urinteststreifen bendtigt man fur die
Durchflusszytometrie zurzeit auch noch eher gré3ere, stationare Laborgeréte.

Allerdings ist die Durchflusszytometrie so dergestalt schnell in der
Probenanalyse (circa eine Minute pro Probe), dass diese in einem Haus der
Maximalversorgung mit angeschlossener, klinischer Chemie bei ad&dquatem

Verarbeitungsalgorithmus in die kurzfristigen, diagnostischen Entscheidungen
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der Proben miteinbezogen werden kann (Monsen & Ryden, 2017; Sun et al.,
2018).

Im Besonderen ist die Durchflusszytometrie dafiir bekannt, das sie zuverlassig
in der Lage ist, negative Proben (steril oder mit Keimmengen in klinisch
irrelevanter Konzentration) schnell auszusortieren und damit den langeren und
umsténdlicheren Diagnostikwerkzeugen Arbeit zu ersparen.
2016; Helling, 2002; Muller et al., 2018)

(Duong et al.,

Abbildung 4 Konzeptgrafik Durchflusszytometrie PMT = photomultiplier tubes (lichtverstarkende Rohre);
SSC = sidescatter (Seitwartsstreulicht); FSC = forward scatter (Vorwartstreulicht); ADC = analog to digital

converter (Analog zu Digital Ubersetzer). Grafik modifiziert nach [1]
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1.8 Zielsetzung der Arbeit

L 4

Datenanalyse

Im Vorfeld zur tatsachlichen Datenerhebung der Studie wurden Uber ein Jahr
konsekutiv alle in der Klinik fir Urologie, Kinderurologie und Andrologie der
Giel3en

Harnwegsinfektionen aufgehoben und deren Genome komplett sequenziert,

Justus Liebig Universitat angeziichteten Erreger  von

sowie die phanotypische Resistenz bestimmt. Die sich daraus ergebenden

Daten wurden genutzt um einen Plan zur Validierung und Testung eines

Primerpanels zur Testung auf E. coli und dessen Resistenzgene zu entwerfen.
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Zielsetzung der Arbeit ist es einen Algorithmus zur Point-of care Diagnostik
von Urinen urologischer Patienten zu entwickeln, mit Fokus auf dem
Resistenznachweis von E. coli.

Die experimentell erfassten Daten wurden mit den routinemaflig erhobenen,
klinisch etablierten Parametern (Durchflusszytometrie, Urinteststreifen,
MALDI-TOF, kulturelle Testung) verglichen. In diesem Zuge wurde geprift, in
wie weit die Aufnahme von Durchflusszytometrie und anderer bereits
etablierter, nicht kultureller Testverfahren der Urindiagnostik den
Probenalgorithmus vervollstandigen und zu einer zuverlassigeren und
zielorientierten Diagnostik beitragen kénnen.

Letztlich gilt es zu erforschen, ob, unserer Hypothese folgend, eine genetische
Antibiotikaresistenzdiagnostik, basierend auf der LAMP-Technik, eine
hinreichend gute Erganzung/Alternative fur die phéanotypische, kulturelle

Diagnostik darstellt.
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2. Material und Methoden

2.1 Geratschaften

- Perfect Spin 24 Zentrifuge (Peqglab)

- 12 Slot Heizblock (Nippon Genetics)

- Mehrzweckheizblock (JLU-eigene Werkstatt)

- Genie Il (Amplex)

- Combispin FVL-2400N (Peglab)

- Nanodrop (Thermo Fisher Scientific)

- Airclean600 PCR Wordstation (AirClean)

- Piko Thermalcycler (Finnzymes Instruments)

- Brutschrank (Heraeus)

- Elektrophoresekammer (JLU-eigene Werkstatt), Verwendung unter
150V

- KS 4000 i control (IKA)

- Ultrospec 10 Cell Densitiy Meter (biochrom)

- Scan 500 (Interscience)

- eLine 120 pl 8-Kanal Pipette (Satorius)

- eLine 5ml Pipette (Satorius)

- 0,1-1ml Pipette (Biohit)

- 10-200 pl Pipette (Biohit)

- 2-20 pl Pipette (Biohit)

- 1-10 pl Pipette (Biohit)

2.2 Kulturmedien

- Brilliance UTI Agar (Thermo Fisher Scientific)

- MacConkey Agar No. 3 (Thermo Fisher Scientific)
- Chocolate Agar Medium (Thermo Fisher Scientific)
- LB Broth (Thermo Fisher Scientific)

2.3 Chemikalien

- Isothermale Master Mixe 400 Reaktionen (Amplex)
- Phusion Flash High-Fidelity PCR Mastermix (ThermoScientifc)

17



- 1% Agarosegel in TrisBoratEDTA (TBE)-Puffer. Verwendung unter 150
Volt

- 25% Fioll-400 Auftragspuffer mit Bromphenol-Blau (ebenfalls 25%)
(Pharmacia Biotech AB)

- Die Positivkontrolle des Tests wurde aus der Gyrase eines
reprasentativen E. coli aus dem Stammarchiv der Mikrobiologie Giel3en
mittels PCR erstellt.

2.4 Primer

Die verwendeten Primer wurden durch eurofins Genomics (AnzingerstraRe 7a

D- 85560 Ebersberg) hergestellt. Zur Verwendung aus der lyophysilierten

Form mit aqua dest. auf 100pmol/ul verdinnt.

Tabelle 1 Primersequenzen

Primer Sequenz

gyrAS_F3_3 GTCGTTGGTGACGTAATCGG

gyrAS_B3_3 GCCATCAGTTCATGGGCAAT

gyrAS_FIP_3 CCAGCATGTAACGCAGCGAGAAGACTCGGCGGTTTATGACA
gyrAS_BIP_3 TAACTTCGGTTCCATCGACGGCTTTCGCCAGACGGATTTCC
gyrAS_LF_3 TGCGCCATACGGACGATC

gyrAS_LB_3 ACTCTGCGGCGGCAAT

temlb_F3_1 CTTACGGATGGCATGACAGT

temlb_B3_1 CATTGCTGCAGGCATCGT

temlb_FIP_1 CGGTCCTCCGATCGTTGTCAGAGCAGTGCTGCCATAACCA
temlb_BIP_1 ATGGGGGATCATGTAACTCGCCGTCACGCTCGTCGTTTGG
temlb_LF_1 TGGCAGCAGTGTTATCACTCA

temlb_LB_1 TGATCGTTGGGAACCGGAGCT

ctxm15_F3_1 GGGAGACGAAACGTTCCG

ctxm15_B3_1 GGCAGTCCAGCCTGAATG

ctxm15_FIP_1 TGCCCGAGGTGAAGTGGTATCACCGAGCCGACGTTAAACAC
ctxm15_BIP_1 TGGGTAAAGCATTGGGCGACAACCGGTGGTATTGCCTTTC
ctxm15_LB_1 GGCGCAGCTGGTGACAT

ctxml14_F3_1 CGCGATCGGCGATGAGA

ctxml14_B3_1 CGCCGGTCGTATTGCCT

ctxm14_FIP_1 TGGTGTCTCTCGGGTCGCCGTCTGGATCGCACTGAACC
ctxm14_BIP_1 CGATGGCGCAGACGTTGCGTGAGCCACGTCACCAACTG
ctxml14_LB_1 CAGCTTACGCTGGGTCATG

sul2_F3_2 GCTGGCGACATCATGGAT

sul2_B3_2 AGAAGCACCGGCAAATCG

18




sul2_FIP_2 GCGTTTGATACCGGCACCCGCACATTGCGGCGTTCTTTG
sul2_BIP_2 TTGATCCCGGCATGGGGTTTTTAGCCGCAATTCATCGAACC
sul2_LB_2 CTCCCGAAACCTCGCTCTC

dfrA17_B3_2 GAGCTTGAAATTCCGTTCTT

dfrA17_FIP_2 CGCTTTAAAGAGTAGTTGCTCACCCGTAATCGGTAGTGGTCC
dfrA17_BIP_2 TCACATATAATCAATGGCTCCTTGTCACTACTGCATATTTGCGAT
dfrA17_LB_2 TTTGACTCTATGGGTGTTCTTCCAA

sull_F3_3 CGCACCGGAAACATCGC

sull_B3_3 CGCTTCGCAGATCTCCAG

sull_FIP_3 CGAGACCAATAGCGGAAGCCCCTGCACGTGCTGTCGAACC
sull_BIP_3 ACCGTTGGCCTTCCTGTAAAGGGTAGTCAGCGCCATTGCC
sull_LF_3 CGCCGACTTCAGCTTTTGAA

sull_LB_3 GAGCCTTGCGGCGGAACTT

hlyA_F3_2 CTACATCTGCTGCTGCTG

hlyA_B3_2 GTTAACGATGCATCAATAGCT

hlyA_FIP_2 TCTTGGCACGTTTAAACTTATCGGGTGACACTGGCAATTAGTCC
hlyA_BIP_2 AGAGGAGTATTCACAACGATTCAAACCTGTTTCTTTGTGGAAAGC
hlyA_LB_2 TTGGATACGATGGTGACAGTTTACT

2.5 Studienkollektiv

Alle Urinproben, die zur Erhebung der Daten genutzt wurden, wurden ohne
Vorauswahl konsekutiv von Anfang Marz 2017 bis Anfang Oktober 2017
aus Klinik
Kinderurologie und Andrologie der Justus Liebig Universitat Giel3en
entnommen.

dem laufenden Patientenaufgebot der far  Urologie,

Im Zuge der genauen Beschreibung unseres Studienkollektivs haben wir
eine Auswertung der codierten Diagnosen durch die behandelnden Arzte
durchgefiihrt. Die Neben- und Hauptdiagnosen wurden basierend auf

einem

modifizierten Charlson Comorbidities

Algorithmus
zusammengefasst, der als guter Pradiktor fuir die Gesamtmorbiditdt von
Patienten angesehen wird. (vgl. Quan et al. 2005).

Hierfir wurde folgende Diagnosecodes nach dem ICD10 System wie folgt

zusammengefasst:

Tabelle 2 Charlson Comorbidities Score Codierung

Diagnosengruppe

Codes ( * bedeutet jede weitere
Unterdiagnose unter der gleichen
Ziffer)
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Myokardiale Infarktleiden

121.%, 122.*; 125.2

Kongestive Herzinsuffizienz 109.9; 111.0; 113.0; 113.2; 125.5;
142.0; 142.5; | 42.7; 142.8; 142.9;
143.*; 150.*; P29.0

Periphere vaskulare Erkankungen 170.*; 171.*; 173.1; 173.8; 173.9;
177.1; 179.0; 179.2; K55.2; K55.8;

K55.9; 795.8; Z795.9

Zerebrovaskulare Erkankungen

G45. *; G46.*; H34.0; 160.*; 161.%,
162.%; 163.*; 164.*; 165.%; 166.*; 168.%;
169.*

Demenz F00.*; FO01.*;F02.*;F03.*; F05.1;
G30.*; G31.1

Chronische pulmonale | 127.8; 127.9; J40.*%; J41.*; J42.%

Erkrankungen JA43.*; J44.*; J45.*; J46.*; J47.%;
J60.*; J61.*; J63.*; J64.*; J65.%;

J66.*; J67.*; J68.4; J70.1; J70.3

Rheumatische Erkrankungen

MO05.*; M06.*; M31.5; M32.*; M33.%;
M34.* M35.1; M35.3; M36.0

Ulcuserkrankungen

K25.*; K26.*, K27.*, K28.*;

Milde Erkrankungen der Leber

B18.*; K70.0; K70.2 K70.3; K70.9,
K71.3; K71.4; K71.5; K73.*; K74.%,
K76.0; K76.2; K76.3; K76.8; K76.9;
Z94.4

Diabetes ohne chronische

Komplikationen

E10.0 E10.1; E10.6; E10.8; E10.9;
E11.0; E11.1; E11.6; E11.8; E11.9;
E12.0; E12.1; E12.6; E12.8; E12.9;
E.13.0; E13.1; E13.6; E13.8; E13.9;
E14.0; E14.1; E14.8; E14.9

Diabetes mit chronischen

Komplikationen

E10.2; E10.3; E10.4; E10.5; E10.7;
E11.2; E11.3; E11.4; E11.5; E11.7,
E12.2; E12.3; E12.4; E12.5; E12.7,
E13.3; E13.4; E13.5; E14.2; E14.3;
E14.4; E14.7

Hemi- oder Paraplegie

G04.1; G11.4; G80.1; G80.2; G81.%,
G82.*; G83.0; G83.1; G83.2; G83.3;
G83.4; G83.9

Renale Erkrankungen

112.0; 113.1; NO3.2; NO03.3; NO03.5;
NO03.6; NO3.7; NO5.2; NO5.3; N05.4;
NO5.7; NO5.7; N13.*; N19.*; N25.0;
Z49.0; Z49.1; 249.2; 794.0; 799.2

Jegliche maligne Neubildungen

C00.*; C01.*; C02.*; C03.*; C04.*;
C05.*; CO06.*; CO07.*; C08.*; C09.%;
C10.*; C11.*; C12.*; C13.*; C14.%;
Cl15.*; C16.*; C17.*; C18.*; C19.*;
C20.*; C21.%; C22.*; C23.*; C24.%;
C25.*; C26.*; C30.*; C31.*; C32.%;
C33.*; C34.%; C37.*; C41.*; C43.%;
C45.%; C46.*; C47.*; C48.*; C49.*;
C50.*; C51.*; C52.*; C53.*; Ch4.%;
C55.*; Ch6.*; C57.*; C58.*; C60.*;
C61.*; C62.*; C63.*; C64.*; C65™*;
C66.*; C67.*; C68.*; C69.*; C70.*;
C71.*; C72.*; C73.*; C74.*; C75.%;
C76.*; C81.%; C82.*; C83.*; C84.%;
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C85.*; C88.*; C90.*; C91.*; C92.*;

C93.*; C94.*; C95.*; C96.*; C97.*;
Moderate oder schwere | 185.0; 185.9; 186.4; 198.2; K70.4;
Lebererkankungen K71.1; K72.1; K72.9; K76.6; K76.6
Metastasierte solide Tumoren C77.%; C78.*; C79.*; C80.%;
AIDS/HIV B20.*; B21.*; B22.*; B24.*;

Der Charlson Comorbidity Index ist ein sehr gutes Werkzeug, um die
Uberlebensrate von Patienten abzuschatzen und somit bestens dafur
geeignet, einen Einblick in die allgemeine Morbiditdt eines
Patientenkollektives zu geben. Zugleich wurden auch klassische
urologische Diagnosen, die auf komplizierende Faktoren fir HWI hinweisen
berticksichtigt. Um dem Rechnung zu tragen haben wir folgende ICD10
verschliisselte Diagnosen wie folgt zusammengefasst. Besonderes
Augenmerk wurde auf die Erkrankungen der Harnwege sowie die
Neoplasien der Urogenitalorgane gelegt.

Tabelle 3 Ausgewahlte, urologische Diagnosen Codierung

Diagnosengruppe Codes ( * bedeutet jede weitere
Unterdiagnose unter der gleichen Ziffer)

Niereninsuffizienz N18.*; N19.*

Nierentransplantation 294.*

Dialysepflichtigkeit 299.2;

Urolithiasis N20.*; N21.*; N23.*

Entziindliche Erkrankungen der | N30.*; N34.*; N41.*; N45.*; N49.*;

Urogenitalorgane N10.*; N11.*; N12.*;

Urothelmalignome C67.*; C65.*; C66.*; C68.*;

Prostatamalignome C61.*

Malignome der mannlichen | C62.*; C63.*;

Reproduktionsorgane

Malignome der Niere Co64

Prostatahyperplasie N40.*

Hamaturie R31.*; N02.*

Tubulointerstitielle Nierenkrankheiten N10.*; N11.*; N14.*; N15.*; N16.*

Obstruktive Uropathie und | N13.*

Refluxuropathie

Nicht néher bezeichnete Symptome, | R30.*; R31.*; R32.*; R33.*; R34.%

die das Harnsystem betreffen | R35.*; R36.*; R39.*; N39.%;

(Inkontinenz, Algurie, Anurie/Polyurie,

Ausfluss, etc.)

latrogen verursachte Schaden des | N99.*

Urogenitaltrakts (Striktur nach

Katheterisierung, Nierenversagen

iatrogener Art, etc.)

21




2.6 Programme

- Microsoft Office 2013

- CLC Genetics Workbench 7.03 (Komparative genetische Analysen,
Primerdesign)

- NCBI Complete Microbial genomes

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/genome/browse/)

- PrimerExplorer, Lamp Primer designing software
(https://primerexplorer.jp/e/v4 manual/index.html)

- STATA (Version 13, StataCorp, College Station, Texas)

-  SWISSLAB Mikrobiologie (NEXUS SWISSLAB GmbH )

- SWISSLAB Zentrallabor (NEXUS SWISSLAB GmbH )

- Meona (Meona GmbH )

- Mendeley (Elsevier B.V.)

2.7 Primererstellung

Fur die Erstellung der Primer wurde zuerst das passende Gesamtgenom
des Bakteriums aus der Genomdatenbank von PubMed heruntergeladen.
Dieses wurde in der CLC Genetics Workbench 7.03 getffnet.

Viele Bakterien, ins Besondere E. coli, verfigen Uber recht variable
Genome. Um einen gut funktionsfdhigen Speziesprimer zu konzipieren,
musste ein Genlocus, der hochkonserviert ist, also in fast jedem E. coli
vorhanden und mdglichst gleich ist, gefunden werden. Durch vorherige
Analyse der im Urin vornehmlich vorkommenden E. coli, stellte sich das
Gen flr die Gyrase, gyrA, als am besten geeignet heraus.

Als néchstes wurden die Sequenzen von Gyrasegenen verschiedener
reprasentativer E. coli Stamme nach einem maoglichst langen und
variationsarmen Abschnitt abgesucht. Damit konnte gewahrleistet werden,
dass der neu zu konzipierende Primer mdglichst alle Bakterien der
designierten Gattung entdecken und markieren konnte.

Die gefundene Sequenz wurde in PrimerExplorer get6ffnet um LAMP-

Primer-Sets zu generieren. Diese wurden zur Kontrolle mit Ziel-Sequenzen
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(hier die gyrA Gen-Allele) erneut verglichen (ob sie an allen Allelen binden)

und dann von eurofins Genomics hergestellt.

Um divergente  Validitat  der identifizierten Primersequenzen
sicherzustellen, wurden diese zunachst in mehreren Labortestungen
getestet. Hierbei wurde ein besonderes Augenmerk auf positive Proben,
positive Kontrollen und Kreuzprobe gelegt. Somit konnte ausgeschlossen
werden, dass spezifische Primersets nicht einander ahnliche Bakterien wie
beispielsweise Enterococcus faecium und Enterococcus faecalis

falschlicherweise beide erkennen.

Nachdem diese Tests zufriedenstellend verlaufen waren, konnten die

Primer fur die klinische Studienanwendung bestellt werden.

Zur Erstellung der Resistenzgenprimer haben wir im Vorfeld der Studie
uber 1,5 Jahre hinweg konsekutive Urinproben aus dem
Patientenaufgebot der Klinik fur Urologie, Kinderurologie und Andrologie
gesammelt  (Ethikvotum: AZ 101/19). Diese wurden mittels
Gensequenzierung  der  nachsten Generation (Next-Generation-
Sequencing; NGS) auf ihren genetischen Code untersucht. Hiernach wurde
zwischen vorhandenen, phanotypischen Resistenzen und den
genotypischen Codes eine korrelative Analyse angestelit.

Die Gene, die die hochste Korrelation mit den gesuchten
Antibiotikaresistenzen aufwiesen, wurden als potentielle Zielgene
ausgesucht.

Nun wurden LAMP-Primersets zur Detektion dieser Zielgene entworfen,

analog dem Prinzip wie fur die Spezies-Detektionsprimer (gyrA-Gen).

Diese Primer wurden strengen, laborinternen Kontrollen auf Sensitivitat
(Detektion moglichst vieler Vertreter der gesuchten Spezies sowie
Detektion von Isolaten in klinisch relevanter Konzentration), Spezifitat
(keine Kreuzreaktion bei verwandten Spezies) Uberprift, bevor sie im

klinischen Setting angewandt wurden.

2.8 Primermischungsansatz
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Die lyophylisierten Primer wurden entsprechend der Angaben des
Herstellers in Aqua dest. aufgelést, sodass eine 100pmol/pl-Lésung
entstand.

Aus den Stammldsungen wurden Aliquots angesetzt. Diese und alle ihre
Folgeprodukte werden bei -20°C gelagert und wahrend ihrer Benutzung auf
Eis gehalten. Primer-Stocklosungen wurden aus Reinheitsgrinden immer
unter einer DNA-freien Sterilbank getffnet. Da die LAMP mit mehreren
Unterprimern arbeitet, die girlandenférmige Amplifikationsstrukturen bilden,
haben wir diese Unterprimer zu einem gesamten Primermischansatz
zusammengeflgt, der als fertiger Ansatz, zusammen mit dem
entsprechenden Mastermix, das jeweilige Gen detektieren konnte. (z.B. die
Unterprimer gyrF3; gyrB3; gyrFIP3; gyrBIP3; gyrLF;, gyrLB zu
Gesamtprimer E. coli Gyrase: gyr3). Analog zu Abbildung 1&2 (siehe
Einleitung) stehen F3, FIP und LF fur den Vorwarts-, den inneren Vorwarts-
und den Schleifen-Vorwartsprimer. Ebenso stehen B3, BIP und LB fir den
Ruckwarts-, den inneren Riuckwarts- und den Schleifen-Ruckwartsprimer.
Folgendes Mischverhéltnis wurde, basierend auf der einzelnen
Konzentration der Komponenten von 100pmol/ul angewandt:

e Aqua dest: 72 pl

e F3-Primer: 2 pl

e B3-Primer: 2 ul

e FIP-Primer: 8 ul

e BIP-Primer: 8 pl

o LF-Primer: 4 pul

e LB-Primer 4 pl

¢ Entstehendes Gesamtvolumen: 100 pl Abschnittsprimergemisch.

Sollte ein Gemisch nicht Uber einen LF Primer in der Konzeption verfigen
(beispielsweise der CTXM-15 Primer-Ansatz), so wurde stattdessen mehr
Wasser hinzugegeben:

e Aqua dest: 76 pl

e F3-Primer: 2 pl

e B3-Primer: 2 pl

e FIP-Primer: 8 pl

e BIP-Primer: 8 pl

e LB-Primer 4 pl

o Entstehendes Gesamtvolumen: 100 ul Abschnittsprimergemisch.

24



Die daraus entstehenden Abschnittsprimer werden raumlich getrennt von

den Stammlésungen verwahrt und niemals gemeinsam gedéffnet.

2.9 Die Positivkontrolle

Um die Positivkontrolle herzustellen wurde der Abschnitt des Gyrasegens,
welcher in E. coli nachgewiesen werden sollte, mittels einer
Nukleinsaureamplifikationstechnik (PCR) aus gezuchtetem E. coli isoliert
und vervielfaltigt.

Hierzu wurden 12,5 ul des Phusion Mixes mit jeweils 1 ul der Gyrase
Primer (F3 und B3) und 10,5 pl Wasser, in welchem vorher eine E. coli
Kolonie verriihrt und welches danach bei 99°C fir 12 Minuten gekocht
wurde, versetzt. Der fertige 25 pl Ansatz wurde in einem handelsiblichen
Thermocycler (in dem Fall ein Piko Thermalcycler der Marke Finnzymes)
far 1,5 Stunden amplifiziert.

Zur Kontrolle der Reinheit wurde hiernach das fertige Produkt mit 1/5 Ficoll
beschwert bzw. markiert und Uber eine Gelelektrophoresekammer bei 150V
eine Stunde bei 250 mA getrennt. Das hierfur verwendete Gel bestand aus
1% Agarose in TBE-Puffer. Nachdem die Reinheit des Produktes
sichergestellt war, wurde die Konzentration mittels eines Nanodrops
bestimmt. In unserem Fall wurde eine Konzentration von 42,7 ng/ml
gemessen.

Das fertige Produkt wurde mit Aqua dest. zu einer nutzbaren Menge
verdinnt. Tests erwiesen, dass das Produkt noch in einer Verdinnung von

1:10*® problemfrei messbar war.

2.10 Konzeption der Teststreifen

Zur Vorbereitung der Teststreifen wurden blanke Genie© Tubes von
Amplex verwendet. In diese wird je 15 pl des isothermalen Mastermixes
(ebenfalls von Amplex) gegeben. Dieser Streifen kann nun mit je 5 pl des
gewinschten Primers und weiteren 5 pl der vorbereiteten Probe bestlickt
werden.

Folgende Schemata wurden angewendet:
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Abbildung 5 Exemplarische Darstellung eines Screeningpanels: Zum Screening der
gesammelten Urinproben wurden diese nach ihrer Aufbereitung jeweils einzeln in mit Gyr3
beladene Wells eingebracht. Gyr3 = E. coli-Gyrase Primer; neg = Negativkontrolle (15 pl
Enzym, 5 pl E. coli-Gyrase, 5 pl Aqua dest); pos = Positivkontrolle (15 pl Enzym, 5 pul E.
coli-Gyrase, 5 pl E. coli-Gyrase Template)

Gyr3 Gyr3 Gyr3 Gyr3 ' Gyr3 |Gyr3 Neg Pos

Abbildung 6 Exemplarische Darstellung eines Resistenzpanels: Nach erfolgter Identifikation

einer Gyr3 positiven Urinprobe durch das Screeningpanel, wurde diese auf ein
Resistenzpanel eingebracht. Temlb = blaTem1b (eine haufige
Schmalspektrumbetalaktamase); CTX 14 = CTX-M 14 (fur das Gen einer héufig
vorkommenden extended spectrum betalaktamase (ESBL); CTX 15 = CTX-M 15 (ebenfalls
fur ein haufiges ESBL kodierendes Gen); Sul2.2 = Sul2.2 (Gen fur eine Dihydropteroate-
Synthase, welche im Sinne eines alternativen Stoffwechselwegs im Folsaure-
Metabolismus eine Resistenz gegen ,Folsaure-Antagonisten® vermitteln kann) ; dfrA17 =
dfrAl17 (Gen fir eine Dihydrofolate-Reductase, die ahnlich wie sul2 eine Resistenz gegen
Folsdure-Antagonisten vermitteln kann); sull.3 = sull.3 (Inhibitionskontrolle; eine
Primerpaarung, die sich in Abwesenheit jeglicher Template selbst amplifizieren kann.
Urspriinglich als Alternative zur Folsaure-Resistenzgen-Testung konzipiert, stellte sich
bald heraus, dass jenes Primerset auch ohne Template DNA zur Amplifikation in der
LAMP-Reaktion fuhrte); hylA = H&amolysin (bakterieller Pathogenitatsfaktor der eine
statistische Antiproportionalitdét zu der Wahrscheinlichkeit, dass eine Resistenz gegen

Flourchinolone vorliegt, besitzt.)

Gyr3 | Tem CTX CTX Sul dfrAl7 | Sull.3 Hyla
1b 14 15 2.2

Alle Panels sollten zwar nach Mdglichkeit frisch angesetzt und verbraucht
werden, kdénnen aber auch mit gutem Ergebnis bei -20°C gelagert und

spater verwendet werden.

2.11 Praanalytik der Proben
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Angelehnt an die Aufreinigungsverfahren des easyplex®CRE Swab Panels
(Amplex, zur Detektion von Carbapenemasen aus Urin) wurde folgendes
Protokoll entworfen:

Aus den originalen Urinproben, die die Patienten in der Urologie zur
Standarddiagnostik abgeben, wurden jeweils 1,5ml entnommen und in 2ml
EppendorfgefaRe Uberfihrt.

Diese wurden bei 13.300 Umdrehungen mittels einer peqlab Perfect Spin
24 Zentrifuge Uber 6 Minuten zentrifugiert.

Hiernach wurde die Uberstehende Flussigkeit verworfen und das
Eppendorfgefall abgeklopft.

Von dem zuriickbleibenden Pellet (oder von der zurickbleibenden
Flussigkeit, sollte sich kein Pellet gebildet haben) am Boden des
EppendorfgefaRes wurden 5 pl in ein neues 2ml Eppendorfgefald, welches
mit 120 ul Aqua dest. gefillt war, Gberfihrt.

In der weiteren Optimierung des Verarbeitungsalgorithmus stellte es sich
als sinnvoll heraus, die zuriickbleibenden EppendorfgefalRe mit dem Rest
der Pellets bis zum Ende des Testvorgangs aufzuheben, um bei positiven
Ergebnissen aus dem Zentrifugat eine interne Kontrollkultur anlegen zu
kénnen.

Anschlielend wurde die 120 pl Aqua dest. und 5 pl Pellet Mischung mittels
eines Peqglab CombispinsFVL 2400N gevortext.

Dieses Eppendorfgefald wurde mittels eines Heizblocks (JLU-eigen) bei
99°C fur 12 Minuten erhitzt.

Nachdem der Heizvorgang abgeschlossen war, wurden in die ersten 6
Wells eines zuvor angesetzten Screeningpanels (8er-Streifen) jeweils 5 pl
von je einer auf diese Weise verarbeiteten Patientenprobe pipettiert.

In das 7. Well wurden als Negativkontrolle 5ul Aqua dest. Gegeben.

In das 8. Well wurden 5 pl der 1:1000 verdinnten Positiv-Kontrolle (aus

dem Genprodukt der E. coli Gyrase, Konzentration 42,7ng/ul) gegeben.

2.12 Genieverwendung und Programmparameter

Zur Anwendung der LAMP-Methode wurde ein Genie Il der Marke Amplex

genutzt.
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Das fir das Screening genutzte Programm lauft circa 35 Minuten, wobei
die ersten 30 Minuten bei 63°C fur die Amplifikation genutzt wurden.
Hiernach wurde die Temperatur auf 98°C angehoben und langsam (um
0,05°C pro Sekunde) auf 80°C abgesenkt. Wahrend dieses Zeitraumes
konnte das Annealing, also der Zeitpunkt, ab dem die Primer wieder an das
Genprodukt binden, bestimmt werden. Dies ermoglicht, insbesondere
spater beim Resistenzpanel, die tatsachlich richtige Amplifikation von der
Verunreinigung durch z.B. die Positivkontrolle zu unterscheiden, da sowohl
die Temperatur des Annealings als auch die Amplifikationskurvenform und
Annealingskurvenform recht spezifisch sind.

Als positiv wurde ein Messergebnis nach Sichtung der einschlagigen
Literatur Uber die Anwendung der LAMP-Methode definiert, wenn die
Anzahl an detektierten, fluoreszierenden Einheiten 10.000 tberstiegen und
der Amplifikationskurvenverlauf die klassische, sigmoide Form besal3. Aus
Informationen des Herstellers war ersichtlich, dass bei besonders lang
gewahlter Amplifikationszeit auch unspezifische Amplifikationen stattfinden
kénnen. Entsprechend haben wir in der statistischen Aufarbeitung der
Ergebnisse besonderes Augenmerk auf die Proben gelegt, die erst sehr
spéat (>25 Minuten) den Cut-Off von 10.000 Uberschritten.

Analog zum Screeningpanel wurde das Resistenzpanel durchgefuhrt.

2.13 Post-/Interanalytische Probenverwertung

Sollte eine der Patientenproben positiv ausfallen, so wurde sie zur weiteren

Testung selektiert.

Wie unter ,Praanalytik der Proben® bereits erwahnt hat es sich im spéateren
Verlauf der Testoptimierung als zielfiihrend erwiesen, das Ubrig gebliebene
Pellet der als positiv getesteten Proben fir interne Kontrollen zu nutzen.
Um auch in der Routinediagnostik ,ibersehene’ Keime detektieren zu
kénnen, wurde das ubrig gebliebene Pellet mit 350 pl Wasser aufgeldst,
gevortext und schlieRlich vollstdndig auf eine UTI Brilliance Platte
aufgetragen.

Bei einer Teilmenge der Proben wurde im Zuge der Prozessoptimierung
direkt auf der genutzten Platte mit Antibiotika versetzte Kissen

aufgestempelt, was nicht nur eine bessere Keimdifferenzierung bei
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Mischkulturen ermdglicht, sondern auch eine ,Blickdiagnose’ am nachsten
Tag auf die Korrektheit der vorhergesagten Resistenz durch das

Resistenzpanel umsetzbar machte.

Zur weiteren Testung wurde aus dem urspringlichen Eppendorfgefaf3, in
dem die Probe erhitzt wurde, jeweils 5 pl entnommen und auf die einzelnen
Wells des Resistenzstreifens verteilt. Dieser wurde dann wie unter
,Genieverwendung und Programmparameter® erklart mittels des

Resistenzprogramms verwertet.

2.14 Kulturelle Goldstandarddiagnostik

Die kulturelle Goldstandarddiagnostik wurde nach den Parametern der MiQ
(Qualitatsstandards in  der mikrobiologische-infektiologischen Diagnostik)
durchgefihrt. (Gatermann et al., 2005)

Hierbei wurde der Nativurin auf Blutagar, MacConkey-Agar, CLED-Agar und
Sabouraud-Agar aufgebracht. Durch Ausplattierung mittels einer 1pl-Ose auf
dem CLED-Agar wurde die ungefahre Menge des Erregers (Anzahl der
Kolonien x 1000 = CFU/mI; Zahlenschritte in der Dokumentation <1000; 1000-
10.000; 10.000-50.000; 50.000-100.000; >100.000) im Nativurin bestimmt. Im
weiteren Verlauf wurde mittels eines Antibiotikastempeldiffusionstests die
Empfindlichkeit des Bakteriums bestimmt. Zur genauen Erreger- und
Resistenzbestimmung wurden auch regelhaft der MALDI-TOF (Matrix-
Assistierte Laser-Desorption-lonisierung mit Flugzeitanalyse (engl. Time Of
Flight)) und der VITEK 2 (ein automatisiertes System fir die Inkubation und
Antibiotikaempfindlichkeitsprifung) eingesetzt, welche beide von der Firma

Biomérieux produziert wurden.

Fir die Auswertung der Kulturergebnisse wurde, basierend auf den
Richtlinien der EUCAST (European Committee on Antimicrobial
Susceptibility Testing), das Ergebniss ,I* (intermediar suseptibel) bei den
Antibiotika Ampicillin, Ampicillin/Sulbactam und Cefuroxim als ,S®
(suseptibel) gewertet. Bei den Antibiotika Cefotaxim, Piperacillin,
Piperacillin/Tazobactam, Ceftazidim, Trimethoprim/Sulfamethoxazol und

Ciprofloxacin wurde I als ,R" (resistent) gewertet.
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2.15 Datensammlung

Nach abgeschlossener Testung wurden die im Rahmen der Studie
erhobenen Messergebnisse in einer eigens fur die Studie generierten
Arbeitsliste im Swisslab System der Mikrobiologie GielRen eingespeist.
Nach der Phase der Datenerhebung (Marz bis Oktober 2017) wurden die
zu untersuchenden LAMP-Daten aus Swisslab in Microsoft Excel
exportiert. Dies erlaubte eine Zusammenfihrung mit vorhandenen
Informationen aus der Mikrobiologie (Kulturkontrolle als Goldstandard) und
Daten aus der klinischen Chemie und Labordiagnostik
(Durchflusszytometrie und Urinsticks). Durch Komplementierung mit
allgemeinen Patientencharakteristika, wie demographischen KenngréfZen
und klinischen Diagnosen, konnte ein allumfassendes Bild der Kohorte
gewonnen werden.

Im Folgenden wurden Plausibilitatskontrollen durchgefiihrt um die Qualitat
des Datensatzes sicherzustellen. Zuletzt wurde die Patientennummer, die

Rickschlisse auf die ldentitat des Patienten zulasst, entfernt.

2.16 Quantifizierung in vivo

Zur Bestimmung der Quantifizierbarkeit des gyrA-Screeningtests wurden
nach Erhebung aller klinischen Daten samtliche photometrisch ermittelten
Amplifikationskurven (bereinander gelegt und nach der durch die
Mikrobiologie bestimmten Keimmenge getrennt sortiert. Dabei trat ein
Unterschied in der Zeit bis zum positiven Ergebnis des Tests (time to
positivity, TTP) zutage, weswegen der dort angedeutete Effekt von uns
nochmals in vitro untersucht wurde.

Um die in vivo gefundenen Unterschiede =zusatzlich statistisch zu
validieren, haben wir die Korrelation zwischen verstrichener Zeit und
gefundenen, fluoreszierenden Einheiten im Sinne einer Youden-Cut-Off-

Analyse (siehe ,Statistische Auswertung®) verwertet.
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2.17 Quantifizierung in vitro

Zur Bestimmung der Quantifizierbarkeit der Patientenprobe mittels TTP-
Auftrennung wurde ein Konzentrationsreihenexperiment durchgefihrt.
Hierzu wurde ein LB-Medium von 20ml mit K5 E. coli inokuliert und Uber
Nacht inkubiert. Am nachsten Tag wurden von dieser Stammkultur 1ml in
eine 10ml Tageskultur Ubertragen und unter photometrischer Kontrolle
inkubiert. Aus vorherigen Versuchen des Labors war bekannt, das bei einer
optischen Dichte (OD) von circa 0,7 eine Keimmenge zwischen 102 und 10’
CFU/ul zu erwarten ist.

Nachdem die Inkubation bei selbiger OD abgestoppt wurde, wurde eine
Konzentrationsreihe von der originalen Konzentration in Zehnerschritten
abwarts bis10® des urspriinglichen Ansatzes verdiinnt. Hierbei wurden
immer 100 pl des vorrangegangenen Schrittes mit 900 pl aqua dest.
vermischt.  Darauffolgend wurde jeder einzelne  Schritt der
Konzentrationsreine nach dem Testschema des gyrA-Screenings getestet.
Zur Mengenbestimmung wurde jeder Schritt der Konzentrationsreihe auf
Agarplatten jeweils zweimal ausgestrichen. Nach einer Nacht Inkubation
wurden die Kolonien mittels des Scan 500 ausgezahlt und mit den
Amplifikationskurven des Genie Il verglichen. Fur valide Ergebnisse wurde
dieses Experiment viermal an getrennten Tagen durchgefuhrt.

2.18 Statistische Auswertung

Alle Analysen wurden in einem anonymisierten Datensatz durchgefihrt.
Bewachsene Proben mit nicht relevanter Bekeimung in der kulturellen
Goldstandarddiagnostik (weniger als 10.000 KBE/ml, vgl (F. M.
Wagenlehner et al., 2017)), sowie Proben mit LAMP-Daten, bei denen eine
Verunreinigung durch positive Negativkontrolle nachweisbar waren wurden

ausgeschlossen.

Vorgeschaltete Analyse: Durchflusszytometrie als Screening

Um die Sichtung der Urinproben bei klinischer Anwendung des von uns
entwickelten diagnostischen Werkzeugs effizienter gestalten zu kdnnen,
haben wir vorgeschaltete Screeningmaoglichkeiten evaluiert. Hierfur haben

wir mittels Durchflusszytometrie bestimmte Zellzahlen von Bakterien,
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Leukozyten und Erythrozyten als mdgliche Marker getestet. Der Endpunkt
von teilungsfahigen Bakterien in der Urinprobe wurde durch die
Goldstandarddiagnostik mittels Bakterienkultur definiert.

Der pradiktive Wert von der hierfir untersuchten, stetig verteilten
Zellzahlen fur ein kulturpositives Ergebnis wurde jeweils durch univariable
logistische Regressionen untersucht. Anschlielend wurden die sich daraus
ergebende Sensitivitat und Spezifitdt in eine ROC-Kurve (Receiver-
Operating-Characteristic-Kurve) eingetragen. Hierbei wird die Sensitivitat,
also der Quotient aus den richtig erkannten Kulturpositiven durch alle
Kulturpositiven, gegen 1 minus der Spezifitat, also der Quotient der richtig

erkannten sterilen Proben durch alle sterile Proben, aufgetragen.

Die Flache unter der ROC-Kurve ist ein Diskriminationsmarker der
untersuchten Variable. Im Folgenden haben wir die Flachen unter den
ROC Kurven von Bakterien-, Erythrozyten- und Leukozytenzahlen

hinsichtlich ihrer diskriminativen Eigenschaften verglichen.

Der Punkt, der in der ROC-Kurve die maximale, tangentiale Steigung
aufweist, ist gleichzeitig der Punkt, bei dem die Sensitivitat und die
Spezifitat, die sich grob antiproportional zueinander verhalten, maximal
werden. Eine Moglichkeit der Bestimmung eines Cut-off Wertes ist der
Youden-Index, der sich mittels Sensitivitat — ( 1 — Spezifitdt) berechnet.
Damit wird der Youden-Index am Punkt der maximalen Sensitivitat und
Spezifitat ebenfalls maximal. Der Punkt der maximalen tangentialen
Steigung, beziehungsweise des maximalen Youden-Index beinhaltet den

gesuchten Cut-off in Form seines initialen Messergebnisses.

Die Youden-Index Cutoff-Analyse erlaubt allerdings keine Gewichtung in
Richtung eines Testparameters. Beispielsweise wirden wir von einem
Screeningtest deutlich niedrigere Spezifitatswerte akzeptieren, wenn
dadurch die Sensitivitdt entsprechend beeindruckend wird. Um dies zu
simulieren, haben wir bei der Bewertung des Durchflusszytometriecutoffs,
nachdem wir den Cutoff durch Maximierung des Youden-Index bestimmt
hatten, um dem Cutoff herum die Werte nach in der Praxis anwendbaren
Werten durchsucht und auf Basis von Literaturrecherche und klinischer

Plausibilitat eine Grenze festgelegt.
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Ebenfalls anaysierten wir die Mdglichkeiten der Durchflusszytometrie unter
dem Gesichtspunkt der nach klinischem Intresse der Intervention
gewichteten Wertigkeit als Diagnostikum. Hierfir nutzten wir die
Entscheidungskurven-Analyse (Decision curve analysis; (Vickers & EIkin,
2006)).Die Entscheidungskurven-Analyse bedient sich des Konzepts des
Nettonutzens, welcher sich aus der Wahrscheinlichkeit fir eine unndétige
Behandlung, gewichtet nach dem Risiko, eine notwendige Behandlung
nicht durchzufihren, berechnet. Dieser Nettonutzen wird auf der Y-Achse
der Entscheidungskurven-Analyse aufgetragen. Auf der X-Achse wird
hingegen der Schwellenwert (Threshold Probability) far die
Wahrscheinlichkeit des Auftretens der Krankheit aufgetragen, ab dem laut
Meinung des Patienten oder des Klinikers eine Intervention folgen sollte.
Ebenfalls enthalt die Entscheidungskurven-Analyse eine Gerade, die den
Nettonutzen davon, niemanden zu behandeln darstellt, sowie eine Gerade,
die den Nettonutzen alle zu behandeln darstellt. Damit erlaubt die
Entscheidungskurven-Analyse eine risikoangepasste Beurteilung der
Nutzlichkeit verschiedener Diagnostika in der individuellen Situation des
Patienten.

Vorgeschaltete Analyse: Urinteststreifen als Screening

Um die Madoglichkeiten einer vorgeschalteten Selektionsdiagnostik durch
Urinteststreifen auszuloten, haben wir die Ergebnisse der Urinteststreifen
unter dem Gesichtspunkt der Analyten ,Leukozyten® und ,Nitrit* deskriptiv
mit dem Goldstandardergebnis verglichen. Zwar ist Testglite dieses
diagnostischen Werkzeugs in der Literatur bereits gut beschrieben aber im
Zuge der gewissenhaften Datenauswertung mussten wir Uberprifen, ob
sich die Zahlen der Fachliteratur auch auf unsere Testpopulation
Ubertragen lasst. Dabei haben wir die Pradiktionsstdrke der einzelnen
Analyten sowie die Pradiktionstarke der zusammengefassten Analyten fir
die Vorhersage eines positiven Kulturergebnisses berechnet. Diese
Betrachtung wurde sowohl fir alle Bakterien insgesamt, ungeachtet der
Spezies und Nitritproduktion, wie auch getrennt fir Proben mit
nitritpositiven Bakterienspezies durchgefuhrt. Als nitritpositiv wurden, die
uropathogenen Bakterienspezies Proteus mirabilis, Klebsiella oxytoca,
Klebsiella pneumoniae, Escherichia coli, Citrobacter koserii, Proteus

vulgaris, Enterobacter cloacae, Morganella morganii, Serratia marcescens
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und Citrobacter freundii angesehen. Andere, nitritpositive Keime kamen im

Datensatz nicht vor.

Um die Wertigkeit unseres eigens entwickelten, diagnostischen Werkzeugs
zu Uberprufen, haben wir die klassischen Testgutekriterien bestimmt.
Hierzu wurde die Sensitivitdt, Spezifitat, positiver Vorhersagewert (der
Quotient aus den positiv getesten, tatsédchlich kulturell bekeimten Proben
und allen positiv getesteten Proben), negativer Vorhersagewert (der
Quotient aus dem negativ getesteten, tatsachlich sterilen Proben und allen
negativ getesteten Proben) und Genauigkeit (der Quotienten aus der
Summe aller richtig positiv und richtig negativ getesteten und allen Proben)
der LAMP-Ergebnisse (sowohl des Gyrase-Screening an sich als auch fur
jedes einzelne, untersuchte Antibiotikum) bestimmt. Die Auswertung
erfolgte  durch eine  Zusammenfihrung der Goldstandardwerte
(Zentrifugatkultur, mikrobielle Testung aus Nativurin, Kultur aus
vorbebriuteten Uricult). Hierbei wurde bei diskrepanten Befunden der
Kulturen immer die als genauer bezeichnete Kultur verwertet, d.h. es
wurde der in der Mikrobiologie nach Vorgaben des MiQ 2005 von
ausgebildeten MTAs bearbeitete Nativurin als praziser angesehen
(Gatermann et al., 2005).

Als Kriterium fir die durch das LAMP-Panel vorhergesagten Resistenzen
wurden folgende Bedingungen definiert:

Tabelle 4 Resistenzpradiktionskriterien

Antibiotikum

Positive Genmarker

als ,resistent” wird bewertet, wenn
mindestens eins der Gene detektiert
wird

Ampicillin
Ampicillin/Sulbactam
Cefuroxim

Cefotaxim
Piperacillin/Tazobactam
Ceftazidim
Cotrimoxazol

Antibiotikum

Ciprofloxacin

Temlb+/CTXM14+/CTXM15+
Temlb+/CTXM14+/CTXM15+
CTXM14+/CTXM15* (elektiv
Temlb+ oder Temlb-)
CTXM14+/CTXM15+
CTXM14+/CTXM15+
CTXM14+/CTXM15+
Sul2.2+/dfrA17+

Genetischer, negativer Surrogat-

Parameter
als ,resistent” wird bewertet, wenn der
genannte Genmarker nicht detektiert wird

hylA-
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2.19 Probensammlungs- und Verwertungsalgorithmus

Im Folgenden ist eine Workflowgrafik aufgetragen, anhand derer der

Probengewinnungs- und Verarbeitungsverlauf nachvollzogen werden kann.

Hierbei werden die blauen Pfeile fir die Wege der Standarddiagnostik

verwendet. Die roten Pfeile geben die Wege der Studiendiagnostik an,

wahrend die grinen Pfeile die Optimierung der Probenverarbeitung

wéhrend des Sammelprozesses anzeigen.

Abbildung 7 Probenverarbeitungsalgorithmus

-~

positiv

Urinprobe

Labormedizin

A 4

UriCult

)

Aliquot [
Mikrobiologie
\ 4
Kultur

(Goldstandard)

Datenbank

negativ
W

verwerfen

\ 4

h 4

Durchflusszytometrie
Urinteststreifen

A4

LAMP negativ
(Screening)

positiv

A 4

LAMP

(Resistenz)

h 4

Zentrifugat-
kultur

€

Zwei Monate nach Beginn der Probensammlung haben wir eine erste

Zwischenauswertung zum Zwecke der Ablaufoptimierung durchgefihrt.

Hierbei zeigte sich, dass aufgrund der Vorselektion der UriCult-Nahrmedien

durch die Pflegekrafte der Urologie, eigentlich positive aber klinisch

irrelevante Proben (1-2 Kolonien pro Agarplatte) verworfen wurden. Dies

ermoglichte folglich keine adaquate Kontrolle der LAMP-Ergebnisse mittels
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der Kultur, da die LAMP der Literatur folgend im Optimalfall sogar einzelne
Bakterien detektieren kann (dies trat auch bei unseren Versuchen auf!). Es
wurde deswegen eine Aliquotierung der initialen Urinprobe mit Weitergabe
des Nativurins an die Mikrobiologie eingefiihrt, sodass keine klinische
Vorselektion unseres Goldstandards stattfinden konnte. Die vermutlich
falsch negativen Goldstandard-Ergebnisse wurden in der Auswertung als
richtig negativ behandelt, um eine Verzerrung unserer Auswertung
zugunsten unserer Methode auszuschlieRen.

Im weiteren Verlauf fiel jedoch ebenfalls auf, dass in einigen mit LAMP
positiv getesteten Proben in der routinemafRigen, mikrobiologischen
Kulturdiagnostik keine E. coli nhachgewiesen wurden. Wir hatten jedoch im
spaten Verlauf der Studie, eigentlich fur den Zweck, die phanotypische
Kontrolle fur die genotypisch vorausgesagten Resistenzen zu verbessern,
zusatzlich eine Zentrifugatkultur eingefiihrt: das Pellet, welches bei der
Zentrifugation des Urins zurlckbleibt, wurde im Falle eines positiven
Screeningergebnisses mit 50 Il aqua dest eluiert und auf
Selektivnadhrboden (Brilliance UTI Agar) ausplattiert (mit Antibiotika-
Plattchen, um ggfs. resistente Subpopulationen zu entdecken). In diesen
Anreicherungskulturen konnten wir niedrigere Keimkonzentrationen
nachweisen als in der Routinediagnostik Ublicherweise mdglich ist. Zudem
konnten wir gegebenenfalls resistente Subpopulationen von E. coli
detektieren, welche an die Antibiotika-Plattchen heranwuchsen.
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3. Ergebnis

3.1 Patientenkollektiv

Es konnten insgesamt 1180

Urinproben akquiriert werden. 1180 Datensétze
Jede davon stammt aus dem
Patientenaufgebot der Kilinik Drop ot
.. . . . - 46 aufgrund nachweislich
fur Urologie, Kinderurologie Vemmunigung
i - 35 aufgrund uneindeutiger Kontrolle
und Andr0|og|e der JLU - 1 aufgrund nicht zuordbarer
Kontrolle
Giel3en. - 26 aufgrund irrelevanter Keimmenge
Von diesen Proben waren
1072 verwertbar  (siehe
Abbildung 8). Entsprechend

X 1072 Datensétze

des vorher festgelegten

Algorithmus wurden 46 der Abbildung 8 Drop-Out Darstellung

Proben ausgeschlossen, da wahrend der Testung dieser Proben ein
Ansatz der Primer mit Moraxella osloensis verunreinigt wurde. Nachdem
dies durch eine laborinterne Kontrolle nachgewiesen werden konnte,
wurden samtliche Proben, die mit diesem Primeransatz getestet wurden,
von der Auswertung ausgeschlossen. Weitere 35 Proben mussten aus dem
Datensatz ausgeschlossen werden, da die Mikrobiologie die zugeordneten
Urine im Zuge der Routinediagnostik aufgrund von geringer Keimmenge
(>1000/ml) nicht genauer als ,Keime der Coli-Gruppe® identifiziert hat. Da
die Primer zwar E. coli nachweisen sollen, aber unter die ,Coli-Gruppe*
z.B. auch Klebsiella species fallen wiirde, wurden die Proben aufgrund
nicht ausreichender Differenzierungsmoéglichkeit ausgeschlossen (geringe
Keimmengen werden nicht routinemaRig differenziert, wenn sie nicht als
infektiologisch relevant gelten).

Eine weitere Probe musste aufgrund von nicht nachvollziehbarer
Etikettierung wahrend der Laboruntersuchung verworfen werden, da keine
Zuordnung zwischen LAMP-Ergebnis und Kulturergebnis hergestellt
werden konnte.

Weitere 26 Proben wurden, wie in den Methoden bereits dargelegt, aus der
Auswertung ausgeschlossen, da sie das Mindestkriterium flr einen

Harnwegsinfekt kulturbedingt nicht erfillen (F. M. Wagenlehner et al.,
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2017). Diese Proben werden klinisch als bei der Abnahme verunreinigt
eingestuft.

Von den Ubrig gebliebenen Urinproben wurden 793 (74,0%) von Mannern
und 279 (26,0%) von Frauen abgegeben.

Das durchschnittliche Alter des Patientenkollektivs lag bei 58 (SD 18)
Jahren.

Von der genannten Patientengruppe befanden sich 288 (26,9%) in
stationarer Behandlung, wahrend die restlichen 784 (73,1%) der Patienten
ambulant behandelt wurden.

Insgesamt verteilte sich die Abnahmemodalitat auf 721 Mittelstrahlurine
(67,29%), 252 Einmalkatheterurine (23,51%), 32 Dauerkatheterurine
(2,99%) sowie 67 sonstige Urinproben (Erstrahlurin / Exprimaturin /
Spontanurin / Punktaturin / nicht naher definierte Urinprobe). Der Charlson
Komorbiditatsindex des Patientenkollektivs liegt im Median bei 2 Punkten
mit einem Interquartilabstand von 0 bis 3 (Charlson, Pompei, Ales, &
MacKenzie, 1987; Quan, Sundararajan, Halfon, & Fong, 2005).

Insgesamt wurden in der kulturellen mikrobiologischen Routinediagnostik
775 (72,29%) Proben als kulturnegativ und 297 (27,71%) Proben als
kulturpositiv eingestuft.

Trennt man das Patientenkollektiv nach mikrobiologischem Befund in
kulturell positive und negative (ungeachtet der bakteriellen Spezies), so
treten die Unterschiede zwischen den beiden Gruppen deutlich zu Tage
(siehe Tabelle 5).

Tabelle 5 Patientenkollektiv: Das Patientenkollektiv ist nach durch den Goldstandard nachgewiesenen

Harnwegsinfekten aufgetrennt.

Faktor Auspragung Kultur Kultur
negativ positiv
Anzahl an - 775 297
Studienteilnehmerproben
Alter (Jahre), Mittelwert £ - 56,24 + 63,04 +
Standardabweichung 17,71 18,70
Geschlecht Mannlich 586 207
Weiblich 189 90
Behandlungsmodus Ambulant 596 188
Stationar 179 109
Abnahmeart der Urinprobe = Dauerkatheter 4 28
Einmalkatheter 173 79
Mittelstrahlurin 556 165
Charlson Komorbiditats- 2 (0; 3) 3(1;4)

Index, Median
(Interquartilabstand)

38



Neben der Analyse des Patientenkollektivs nach dem Charlson Komorbititatsindex
wurde zusatzlich eine Analyse der urologischen Diagnosen, die bezlglich der
getesteten Patienten wahrend der Behandlung verschlisselt wurden,
durchgefuhrt. Dies ist insofern interessant, als dass Obstruktionen wie Urolithiasis
und Prostatahyperplasie Risikofaktoren fiur Harnwegsinfekte darstellen, ebenso

wie medizinische Eingriffe an den Harnwegen (siehe Abbildung 9).
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Abbildung 9 Diagnosehaufigkeit im Patientenkollektiv, gruppiert

3.2 Resistenzvorkommen und Keimspektrum

In 75 (7%) der gesammelten Proben konnte mikrobiologisch kulturell E. coli
nachgewiesen werden. Die Verteilung der nachgewiesenen Resistenz der
getesteten E. coli-Population wurde hier grafisch dargestellt. Jede Spalte
entspricht einer Probe, die Farbe Blau entspricht sensiblen Isolaten, die

Farbe Orange entspricht resistenten Isolaten und die Farbe Grau
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signalisiert, dass dieses Antibiotikum bei dem jeweiligen Isolat nicht
getestet wurde (Abbildung 10).

Ampicillin Resistenz
Ampicillin/Sulbactam Resistenz
Cefuroxim Resistenz

Cefotaxim Resistenz
Piperacillin/Tazobactam Resiste
Ceftazidim Resistenz
Cotrimoxazol Resistenz
Ciprofloxacin Resistenz

25 50

Abbildung 10 Graphische Darstellung der Resistenzverteilung aller getesteten E. coli

Als weitere Nebenauswertung

wurde die Verteilung des Staphylococeus

haemolyticus ; 5

gesamten  Erregerspektrums Enterobacter

cloacae; 5
betrachtet (Abbildung 11). e Merococcus
Candidasp. ; 9

Interessant ist hierbei, dass E. Aerococcus

urinae ; 10

Keimspektrum

coli nicht in der Mehrheit der
untersuchten Isolate i
nachgewiesen wurde. Selbst
bei den hospitalisierten
Patienten, bei denen man von
einem grampositiveren
Spektrum ausgeht, wird der
Anteil der von E. coli-positiven
Proben normalerweise auf 50%
geschatzt. (Dorries, 2014)

Wir gehen davon aus, dass

einer der Grinde fir die groRe
Menge an Enterokokken-positiven Abbildung 11 Graphische Darstellung aller im Urin der Proben
Isolaten in der Art der Testung zu nachgewiesenen Bakterien
finden ist: Da sowohl bei denen durch die Urologie genutzten Uricult-
Eintauchmedien als auch in der Mikrobiologie ein Selektivagar fur
Enterokokken bzw. Gram-positive Bakterien verwendet wurde (in der
Routinediagnostik eine mit Colistin gesattigte modifizierte Blutplatte,
Columbia CNA Agar, PB5049A, Oxoid,), konnten enterokokkenhaltige
Proben korrekt identifiziert werden, wohingegen sie auf nicht-selektiven
Vollmedien (z.B. Columbia Blut Agar ohne Antibiotika-Zusatz) von anderen,

schneller wachsenden Bakterien, v.a. mit groRen, schleimigen
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Kolonieformen, Uberwuchert werden koénnen und damit potentiell
unterdiagnostiziert sein koénnen (Dorries, 2014). Ein weiterer, rein
statistischer Grund fur die Verschiebung der erwarteten Verhdltnisse ist,
dass in der Keimspektrumanalyse auch die Keime, die Ublicherweise als
nicht oder nur fakultativ pathogen bedeutsame Verunreinigung verstanden
werden, dezidiert aufgefiihrt sind (Staphylococcus epidermidis und andere

Koagulase-negative Staphylokokken; vergriinende Streptokokken).

3.3 Vorgeschaltete Analyse: Urin-Durchflusszytometrie als Screening

1.V

Um die semiquantitative
Testung der LAMP zu

vervollstandigen, damit

U.71o

vormerklich relevant

U.ov
1

positive Mengen an

Bakterien gemessen

U.£0
1

werden, wurde die

Durchflusszytometrie als

eine Maoglichkeit der 3 |
2 T T T T T
vorgeschalteten Testung 0.00 0.25 0.50 0.75 1.00
1 - Specificity
erWOgen. Folgend der 83_ Area under ROC curve = 0.8871

o ) ) Abbildung 12 ROC-Kurve Durchflusszytometrie
Leitlinie Harnweginfektionen

aus 2017 wurde der Schwellenwert fur die notwendige Keimmenge, ab der
eine Kultur als ,positiv’ im Sinne der Kriteriumsvariable gezahlt wurde bei
10.000 CFU/ml angesetzt. Darauf basierend konnte durch die Youden-
Cutoff Analyse gezeigt werden, dass ein Schwellenwert von 70
Bakterien/ul in der Zytometrie die besten Ergebnisse (Sensitivitat:76,24%;
Spezifitat: 90,37%; positiver pradiktiver Wert: 58,78%; negativer pradiktiver
Wert: 95,48%; Genauigkeit: 88,21%) als Pradiktor fir eine kulturpositive
Probe (=10.000 CFU/mlI) ergibt (vgl. Abbildung 12).

Als Validierung fur die Fahigkeit der Durchflusszytometrie, die
Bakterienzahl nachvollziehbar und verlasslich zu bestimmen, wurde eine
Gegeniberstellung zwischen der durch die Mikrobiologie mittels

Koloniezdhlung  bestimmte  Bakterienzahl und der durch die
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Durchflusszytometrie bestimmte Bakterienzahl durchgefuhrt (Abbildung
13).

o™ - A A
A A A GAnA A A AA [ ]
N —
T T T T T T
0 2 3 5
Urinflowzytometrie Bakterien (log10)
4 Mittelstrahlurin . Einmalkatheterurin
¢ Dauerkatheterurin ~ —— Ausgleichsgerade

Abbildung 13 Vergleich Bakteriennachweis Uber Kultur in log10(CFU/ml) (y-Achse) und

Durchflusszytometrie in log10(Anzahl/pl) (x-Achse). Aufgetrennt nach Abnahmemodalitat

Es besteht ein Korrelationskoeffizient nach Pearson von 0,65 mit einem
Signifikanzniveau von p<0,0001 zwischen den beiden gemessenen

Werten.
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Somit legt der Korrelationskoeffizient in Zusammensicht mit dem negativ
pradiktiven Wert eine signifikante Aussagekraft eines negativen
Durchflusszytometrieergebnisses  zur  Vorhersage von  negativen
Kulturergebnissen nahe.

.,

\
\ —

Net Benefit
-0.15-0.10-0.05 0.00 0.05 0.10 0.15
|

1 1
0.10 0.20 0.30 0.40 0.50 0.60 0.70
Threshold Probability

Treat All Treat None
—— UFC Bacteria UFC Leucocytes
— UFC Erythrocytes

X-Achse: Schwellenwahrscheinlichkeit eines Harnwegsinfekts, ab dem
weitere therapeutische oder diagnostische Konsequenzen folgen wiirden. Y-Achse: Nettonutzen des Diagnostikums.
Anteil der richtig positiven Ergebnisse minus des Anteils der falsch negativen Ergebnisse, gewichtet nach der
Schwellenwahrscheinlichkeit.

In der obenstehenden Grafik (Abbildung 14) zeigt die Durchflusszytometrie
einen durchgehenden Nutzen als Diagnostikum. Bis zu einem
Schwellenwert von 0,23 besteht ahnlicher Nutzen des Nachweises von
Leukozyten und Bakterien, ab 0,24 ist der Nachweis von Bakterien in der
Durchflusszytometrie dem  Nachweis von Leukozyten in der

Durchflusszytometrie durchgehend tberlegen.

3.4 Vorgeschaltete Analyse: Urinteststreifen

Als weitere Maoglichkeit, bereits etablierte Testverfahren in unseren
Diagnostikalgorithmus einzupflegen, haben wir die Urinteststreifen mit den
Parametern der Leukozyten (Leukozytenesterasenachweis, ordinalskaliert
in 4 Stufen) und des Nitrits (nominalskaliert) Gberprift. Hierbei wurde vor

Allem exploriert, inwieweit die Ergebnisse der Urinteststreifen dazu
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geeignet sind, getrennt oder zusammen, ein positives Kulturergebnis
vorherzusagen oder auszuschlieBen. In der untenstehenden Grafik
(Abbildung 15) sind, rein deskriptiv, als Stapelgraph die Verteilung von
Proben (N=795, keine Auswahl der Bakterienspezies) mit positivem
Leukozytenesterasenachweis und ihrer zugeordneten, kulturellen Testung
aufgetragen. Es lasst sich erkennen, dass ein erhdhter, quantitativer
Nachweis von Leukozytenesterase mit einer héheren Rate an positiven
Urinkulturen einhergeht. Allerdings ist der Anteil von positiven Kulturen bei

negativem Leukozytenesterase-Test 10,28%.
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Abbildung 15 Urinteststreifenuntersuchung Leukozytenesterase gegen kulturell positiv getestet

Im nachsten Schritt haben wir einen &hnlichen Vergleich fir den Nachweis
von Nitrit im Urin (N= 795) durch die Urinteststreifen angestrebt. Auch hier
ist wieder das Ergebnis der Testung deskriptiv mit dem zugeordneten
Kulturergebnis aufgetragen. Hierbei wurden als ,kultur-positiv® jedoch nur

solche Urinproben gewertet, welche in der Kultur Nitrit-produzierende
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Bakterien enthielten. (Abbildung 16; vgl. Methoden).
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Abbildung 16 Urinteststreifenuntersuchung Nitrit

Auch hier ist erneut ersichtlich, dass die Rate an kulturpositiven
Ergebnissen bei Nachweis von Nitrit erhoht ist. Der Anteil der
kulturpositiven Proben an den Nitrit-negativen betragt 8,91%.

Um die Mdoglichkeit, die Urinteststreifen in den Screeningalgorithmus
einzubinden, auszuloten, haben wir die Pradiktionsstarke der Kombination
von Nitrit und Leukozytenesterase (als kombinierter Parameter, sowohl
Nitrit als auch Leukozyten mussten positiv getestet sein) flir ein positives
Kulturergebnis berechnet: Die Sensitivitat dieser Untersuchung fur Nitrit
produzierende Keime liegt bei 80,39%, die Spezifitat bei 86,45%, der
positive, pradiktive Wert bei 47,67% und der negative, pradiktive Wert bei
96,63%.
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3.5 Quantifizierbarkeit der LAMP
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Abbildung 17 Verdinnungsreihe TTP = Time to positivity; 10k bezieht sich auf das Kriterium von 10.000
fluoreszierenden Einheiten, die als Grenze fiir die positive Testung durch den Genie gemessen werden
Die in vitro bestimmte Nachweisgrenze der LAMP mittels des gyrA
Screeningpanels lag bei 1.050 Bakterien/ml (Abbildung 17).

Den Cutoff zur Detektion positiver Proben haben wir im Genie 2 so
definiert, dass ab 10.000 FU (fluoreszierende Einheiten) positiv gewertet
wird. Die Zeit, bis dieser Cutoff erreicht oder tUberschritten wurde, wurde
als ,time to positivity® (TTP) definiert.

Die Verdinnungsreihen zeigen, dass die TTP mit abnehmender
Keimmenge der Probe ansteigt.

Bei den Verdinnungsreihen in vitro lag der Unterschied zwischen 10.000
CFU/mI (als relevante Keimmenge in der Probe) und <1.000 CFU/ml (als
klinische irrelevante Keimmenge) bzw. Verunreinigung bei einer TTP von
circa 15 Minuten.
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Linien den Minimal/maximal-Wert an. Die x-Achse zeigt die Zeitdauer in Minuten an.



Als Madoglichkeit dies in vivo zu uberprifen wurde hier die von der
Mikrobiologie gemessene Keimmenge farbig den durch den Genie Il
gemessenen Proben gegenibergestellt (Abbildung 18). Erkennbar ist, dass
der Uberwaltigende Anteil aller nach 15 Minuten positiv werdenden Proben,
also die Marke von 10.000 fluoreszierenden Einheiten Uberschreitend, von
geringer Keimmenge ist. Ebenfalls konnten wir eine Aufldsung der
klassischen sigmoidalen Amplifikationskurvenform und eine breitere

Streuung bei geringerer Keimmenge beobachten.

Um diese rein explorative Betrachtung mit statistischer Genauigkeit zu
unterfittern, haben wir fir jeden einzelnen Zeitpunkt, an dem eine beliebig
Probe des in vivo Datensatzes 10.000 fluoreszierende Einheiten
Uberschreitet die Korrelation mit einem positiven Kulturergebnis und einer
Keimmenge von mindestens 100.000 Bakterien (respektive 74.000
Bakterien, entsprechend dem oberen Grenzbereich der kulturellen
Testung; und 10.000 Bakterien) berechnet. Dabei zeigte sich, dass mit
einer Sensitivitat von 89% und einer Spezifitat von 74% ein Erreichen von
10.000 fluoreszierenden Einheiten mit einer TTP von 780 Sekunden (= 13
Minuten) eine signifikante Bakteriurie vorhersagt. Fur das Kriterium von
mindestens 74.000 Bakterien in der Goldstandarddiagnostik erreicht der
Cut-Off von 780 Sekunden sogar eine noch bessere Sensitivitat von 90%
mit einer Spezifitdt von 85%. Sollte eine scharfe Unterscheidung zwischen
geringeren Keimmengen, wie zum Beispiel 10.000 Bakterien in der
kulturellen Testung notwendig sein, so empfiehlt sich unserer Statistik nach
ein Cut-Off bei einer TTP von 825 Sekunden ( 13 Minuten und 45
Sekunden) mit einer Sensitivitat von 80% und einer Spezifitdt von 78%
(Tabelle 6).

Tabelle 6 Zusammenfassung der Quantifizierbarkeit und relevanter Cut-Offs fir TTP durch die LAMP-
Methode

Kulturelle Time to positivity | Sensitivitat (%) Spezifitat (%)
Bakterienanzahl (sek)

(/mil)

>100.000 780 89,13 74,47
>74.000 780 90,38 85,37
>10.000 825 80,33 78,13
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3.6 gyrA-Screening Ergebnis

Der Nachweis von E. coli im Urin durch die Amplifikation des gyrA-
Genabschnitts mittels der LAMP-Methode zeigte eine Sensitivitat von 96%,
eine Spezifitat von 96,19%, einen positiven pradiktiven Wert von 65,45%
und einen negativen pradiktiven Wert von 99,69% bei einer gesamten
Stichprobengréf3e von 1.072 Proben. Diese Statistik entstand, ebenso wie
die oben genannte Messung der Durchflusszytometrie unter der Bedingung
einer relevant positiven Keimmenge von mindestens 10.000 CFU/ml.

Als weitere Auswertung, um maogliche Stdrfaktoren oder Untergruppen des
Patientenguts zu betrachten, wurde die gyrA-Screeninganalyse unter
Verwendung eines vorgeschalteten Kriteriums neu untersucht (Tabelle 7).
Die Testgenauigkeiten lagen bei den unterschiedlichen Kklinischen
Parametern zwischen 92,16 und 100. So konnte zum Beispiel demonstriert
werden, dass eine klinisch manifeste Hamaturie keinen negativen Einfluss

auf die Vorhersagekraft des Tests hat.

Tabelle 7 Gyrase Screening Testgutekriterien Verschiedene Einflussfaktoren und Diagnosen

Kriterium Sensitivitat Spezifitit PPW NPW Genauigkeit | N
Alle 96,00 96,19 65,45 99,69 96,17 1.072
Weiblich 94,74 95,02 75 99,13 94,98 279
Mannlich 97,30 96,56 58,06 99,86 96,59 793
Dauerkatheter 100 92,31 75 100 93,75 32
Malignom 100 96,59 75 100 96,91 97
Urolithiasis 80 94,44 44,44 98,84 93,68 95
Obstruktive Uropathie | 87,50 96,43 70 98,78 95,65 92
&Refluxuropathie

Hamaturie 100 100 100 100 100 42
Prostatahyperplasie 100 91,67 42,86 100 92,16 51
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3.7 Resistenzpanel Ergebnis

Mit den insgesamt im klassischen Sinne als richtig positiv getesteten 72 E.
coli Urinen wurde konsekutiv eine Resistenzgenbestimmung durchgefiihrt
(Tabelle 8).

Tabelle 8 Resistenzpanel Testgltekriterien Aufgeteilt nach Antibiotika

Antibiotikum Sensitivitat | Spezifitdit | PPW NPW Genauigkeit | N
Ampicillin 89,74 73,33 81,40 84,62 82,61 69
Ampicillin/Sulbactam 93,10 60,98 62,79 92,59 74,29 70
Cefuroxim 66,67 93,44 60 95 90 70
Cefotaxim 71,43 92,06 50 96,67 90 70
Piperacillin 71,43 92,19 50 96,72 90,14 71
/Tazobactam

Ceftazidim 71,43 92,19 50 96,72 90,14 71
Cotrimoxazol 94,74 90,20 78,26 97,87 91,43 70
Ciprofloxacin 100 33,33 32,08 100 49,30 71

Dies deckt sich mit unserer Zielsetzung insoweit, als dass eine optimale,
negative Vorhersagerichtigkeit erzielt werden konnte, bei der der
Durchschnitt Gber 95% liegt.
Als alternative Darstellung, angelehnt an die Darstellung der
Resistenzverteilung wurde hier erneut jedes Isolat als Spalte aufgetragen.
Grun steht fur eine zutreffende Vorhersage, Rot fir eine zu resistente
Vorhersage und schwarz fur eine zu sensible Vorhersage. Grau steht fur
fehlende Daten (Tabelle 9).
Tabelle 9 Graphische Darstellung der Vorhersagerichtigkeit des Resistenzpanels
Ampicillin Vorhersage
Ampicillin/Sulbactam Vorhersage
Cefuroxim Vorhersage
Cefotaxim Vorhersage
Piperacillin/Tazobactam Vorhersag

Ceftazidim Vorhersage
Cotrimoxazol Vorhersage

Ciprofloxacin Vorhersage

25 50
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4. Diskussion

4.1 Zusammenfassung der Ergebnisse

In einer prospektiven, klinischen Studie haben wir an insgesamt 1.072
Proben die Anwendbarkeit von Point-of-Care Testverfahren aus Urinproben
exploriert, mit dem Ziel, eine maoglichst schnelle, antibiogrammgerechte
Therapie zu finden.
Folgende Ansatze wurden gegeniiber dem Standard, mikrobiologische
Urinkultur, evaluiert:
v' Leukozytenesterase- und Nitrit-Test mittels Teststreifen, als
generelles Screening fur Bakteriurie
v Urin-Durchflusszytometrie, ebenfalls als Screening fir Bakteriurie
v Nachweis des gyrA-Gens von E. coli mittels LAMP, als Screening
far E. coli
Genotypisches Resistenzgen-Panel mittels LAMP, zur Ermittlung von
Antibiotika-Resistenzen bei E. coli-positiven Proben (Schmalspektrum-
Betalaktamase, Breitsprektrum-Betalaktamase,
Folsaurestoffwechselblocker-Resistenz und, Uber einen
Surrogatparameter, Flourchinolonresistenz).
Ebenfalls wurde, unter Berlicksichtigung der
Durchflusszytometrieergebnisse ein Algorithmus einwickelt, die

semiquantitative LAMP-Testung hinreichend quantifizierbar auszuwerten.

4.2 Durchfihrbarkeit des Point-of-Care Testsysytems basierend auf der LAMP-

Technik

Zusammenfassend kann man sagen, dass es uns gelungen ist, die
Genauigkeit und Durchfuhrbarkeit unseres Testwerkzeugs in der klinischen
Anwendung darzustellen.

Trotz der erhohten Anforderungen, die ein Patientenkollektiv, welches
hauptsachlich aus Patienten mit komplizierten Harnwegsinfekten besteht,
an eine Testmaschinerie stellt, zeigt unser Test sowohl eine einfache

Handhabung als auch zielfuhrende, diagnostische Ergebnisse.
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Auch wenn der Test eine bis eineinhalb Stunden von der Probengewinnung
bis zum Ergebnis bendtigt, ist ein Grofiteil dieser Zeit autonome
Verarbeitung der Probe durch die Maschinen. Die reine Arbeitszeit (hands-
on time) fur die Methode liegt nur knapp Uber 5 Minuten. Dies, in
Verbindung mit den nach Labormal3staben extrem einfachen
Verarbeitungsschritten, ermdoglicht es nach kurzer Einarbeitung selbst
Personal ohne tiefergehende labortechnische Vorbildung die Verwendung
unseres Tests in den taglichen Ablauf Zu integrieren.
Anwendungsmadglichkeiten fir unseren Test finden sich damit neben der
Klinik auch in der Niederlassung.

Folglich eroffnet der Point-of-Care Test dem behandelnden Arzt nicht nur
schneller an die gewlnschten Informationen zu kommen und damit eine
bessere, informiertere Entscheidung zu treffen, sondern kommt auch
kiinftigen Generationen zugute, in dem durch adaquate, gezielte Therapie
der Einsatz von Breitspektrum Antibiotika vermindert werden kann, und

damit eine Resistenzentwicklung vermindert werden kann.

4.3 Limitationen: Patientenkollektiv

Auch wenn die Stichprobe der Patienten ohne spezifische Auswahl durch
den Untersucher stattfanden (keine Ausschlusskriterien), gibt es jedoch
einige Einschrankungen zu beachten: Die Proben stammen alle aus dem
Patientengut der Urologie, was bedeutet, dass im Vergleich zur
Allgemeinbevélkerung mehr komplizierte als unkomplizierte
Harnwegsinfekte zu  erwarten sind. Erfahrungsgemafl  werden
unkomplizierte Zystitis-Falle meistens bereits in der Primarmedizin
behandelt. Des Weiteren wurden die Proben zur Hauptgeschéaftszeit der
Poliklinik erhoben (8Uhr bis 16Uhr). Da stationdr aufgenommenen
Patienten auch spater am Tag durch die Urinsammelstelle bearbeitet
werden, muss davon ausgegangen werden, dass die Anzahl an erhobenen,
stationsstammigen Proben die tatsadchliche Anzahl untertrifft.

Abschlielend lasst sich zur Beschreibung des Kollektivs durch den
Charlson Comorbidities Index sagen, dass dieser vermutlich die Patienten
in lhrer Komorbiditat unterschatzt. Dies ist darin begrindet, dass die

kodierten ICD-Diagnosen nicht nur Dokumentation sondern zugleich auch
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Abrechnungsliste der Klinik sind und folglich nur Diagnosen, die mit
pflegerischem oder medizinischem ,Mehraufwand® einhergingen,
verschlisselt wurden. Demzufolge ist zu erwarten, dass beispielsweise ein
Diabetiker, der unabhangig von seinem Diabetes aufgrund einer benignen
Prostatahyperplasie in Behandlung ist, nicht mit dem ICD-Code fir
,Diabetes® verschllisselt werden wirde und folglich vom Charlson

Comorbidities Index nicht vollstandig erfasst ist.

4.4 Zusammenfassung der Testergebnisse der Urinteststreifen und der

Durchflusszytometrie

Eine der prominentesten Bedenken in der Anwendung von neuen,
diagnostischen Techniken, wie die Durchflusszytometrie eine darstellt, ist,
dass Einflussfaktoren und Charakteristika, welche das spezifische
Patientenkollektiv im Vergleich zu Grundgesamtheit mit sich bringt, die
Testergebnisse verfalschen koénnten (ifligo et al., 2016). Um dieser
Befurchtung zu begegnen, haben wir eine statistische Auswertung nach
den potentiell relevanten Storvariablen fur eine gute Vorhersage durch die
Durchflusszytometrie (Kriterium 10°CFU/ml, Cutoff: 142/pl) erstellt (Tabelle
10).

Kriterium Sensitivitat Spezifitat Positiver Negativer | Genauigkeit | n

[%] [%] pradiktiver | pradiktiver @ [%]
Wert[%] Wert
[%]

Alle 93,10 91,89 52,43 99,28 91,99 662
Weiblich 92,86 79,41 48,15 98,18 81,71 164
Mannlich 93,33 95,51 57,14 99,55 95,38 498
Dauerkatheter 100 75 77,78 100 86,67 15
Urogenitales 100 93,94 45,45 100 94,23 104
Malginom

Urolithiasis 60 86,54 30 95,74 84,21 57
Obstuktive 80 85,19 50 95,83 84,37 32
Uropathie/

Refluxuropathie

Hamaturie 100 83,33 40 100 85 20
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Prostatahyperplasie 100 100 100 100 100 29

Tabelle 10 Statistische Ausarbeitung zu Einflussfaktoren auf die pradiktive Starke der
Durchflusszytometrie mit dem Kriterium von 10°CFU/ml bei einem Cutoff von 142/ul

AuBerdem enthalt das bakterielle Spektrum unseres Patientenkollektives
einen hohen Anteil an Enterococcus spezies-haltigen Proben, was der
Vorstellung entspricht, dass man bei komplizierten Harnwegsinfekten
haufiger Enterococcus findet und diese folglich insgesamt in der Urologie
haufiger auftreten kénnen. Dies ist insofern relevant, als dass in der
Literatur der Verdacht geauBert wird, dass die Durchflusszytometrie
weniger verlasslich in der Detektion von gram positiven Erregern sei (F
Manoni et al., 2002; Fabio Manoni et al., 2009; C. C. Yang et al., 2017).
Ein in der Tabelle nicht aufgefiihrter Vergleich wurde zwischen den
Altersgruppen ,jinger als 60 Jahre* und ,mindestens 60 Jahre®
durchgefuhrt, orientierend am Altersmedian unserer Stichprobe. Dabei
konnte kein relevanter Unterschied zwischen den beiden Altersgruppen
festgestellt werden, weswegen sie hier nicht aufgefihrt wurden. Aufgrund
unserer Stichprobenpopulation haben wir leider wenig Daten zu Kindern im
Hinblick auf die Durchflusszytometrie gesammelt oder ausgewertet, aber
andere Autoren haben beschrieben, dass die Durchflusszytometrie ein
nutzbares Werkzeug zur Verarbeitung von Urinproben von Kindern darstellt
(Conkar & Mir, 2018).

Besondere Bedeutung kommt auch der Probenabnahmeart zu. Manner
haben Uberwiegend einen Mittelstrahlurin abgegeben, wahrend die Frauen
nach dem Protokoll der urologischen Ambulanz von den Schwestern
fachkundig und steril einmalkatheterisiert wurden.

Bei Frauen sind die positiven pradiktiven Werte etwas schlechter als bei
Mannern. Dies findet sich bei der Analyse um einen Cutoff von 10°CFU/ml,
daher erscheint es unwahrscheinlich, dass dies durch Kontaminationen bei
der Abnahme durch einzelne Staphylokokken von der Haut verursacht ist.
Diese Beobachtung deckt sich aber auch mit der dazu verdffentlichten
Literatur (Geerts, Boonen, Boer, & Scharnhorst, 2016; Sun et al., 2018),
daher liegt es nahe einen systematischen Effekt zu vermuten.
Verantwortlich fur diese Unterschiede kdnnten anspruchsvoll zu
kultivierende Bakterien (Lactobacillus spp.) sein, die normalerweise im

weiblichen Genitaltrakt zu finden sind, von der Routinediagnostik
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moglicherweise nicht angeziichtet werden, aber von einem optischen
Messverfahren wie der Durchflusszytometrie erfasst werden kénnten.

Eine klnftige Moglichkeit, dieses Ph&nomen zu untersuchen, ware die
Moglichkeiten der Durchflusszytometrie zu nutzen, Gram positive von
Gram negativen Bakterien zu unterscheiden. Dies stand zum Zeitpunkt der
Studie fur das verwendete Geréat noch nicht zur Verfligung.

Im Vergleich zu den Urinteststreifen ist die Urin-Durchflusszytometrie sehr
gut geeignet, Bakterien im Urin nachzuweisen oder auszuschlieen. Dies
ist nicht verwunderlich, da auf den Teststreifen auch nicht direkt nach allen
Bakterien gesucht wird: die Leukozytenesterase ist letztlich ein Surrogat-
Parameter fur Inflammation (und damit nur indirekt fr Bakterien), und Nitrit

wird nicht von allen bakteriellen Spezies produziert.

Es stellte sich die Frage, welcher Parameter Bakteriurie am exaktesten
messen kann:

- Leukozyten-Esterase (Teststreifen)

- Nitrit (Teststreifen)

- Bakterienzahlung mittels Durchflusszytometrie

- Leukozytenzahlung mittels Durchflusszytometrie.

Hierzu haben wir diese vier Parameter mittels ROC-Kurven gegenlber der
Referenz ,Kulturell bestimmte signifikante Bakteriurie von mindestens
10°CFU/ml" verglichen, wobei sich folgendes feststellen |asst:
1. Die Bakterienzahlung mittels Durchfluss-Zytometrie stellt eine
Bakteriurie besser dar als die drei anderen Parameter. Dies ist plausibel,
da sie von den genannten auch die direkteste Methode ist.

2. Am zweitbesten schneiden die Leukozytenzdhlung mittels
Durchflusszytometrie und der Leukozyten-Nachweis mittels Teststreifen
ab. Beide sind vergleichbar gut, aber etwas schlechter als die
Bakterienzahlung in der Zytometrie.

3. Am schlechtesten eignet sich der Nitrit-Nachweis. Dies st
maoglicherweise auf den insgesamt hohen Anteil an Enterokokken in den
Urinproben zurtickzufiihren.

(Abbildung 19):
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Abbildung 19 Graphische Darstellung der verschiedenen Diagnostikwerkzeuge im Vergleich Oben mit dem
Kriterium ein kulturelles Wachstum von >10* CFU/ml nachzuweisen, unten mit dem Kriterium ein kulturelles
Wachstum von >10° CFU/ml nachzuweisen. Legende: Blau = Bakterienanzahl (Durchflusszytometrie); Rot =
Leukozytenanzahl (Durchflusszytometrie); Gelb = Leukozytenanzahl (Urinteststreifen); Grin = Nitrit
(Urinteststreifen).
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In Tabellenform stellen sich die Parameter wie folgt dar (Tabelle 11):

Parameter Sensitivitat Spezifitat PPW NPW Genauigkeit
(%) (%) (%) (%) (%)
Vergleich der Bakterienzahl 93,10 91,89 52,43 99,28 91,99
Genauigkeit der (UFC)
Durchflusszytometri | Leukozytenzahl 91,38 76,16 26,90 98,92 77,49
e und Urinstix um (UFC)
kulturelles Leukozytenesterase 96,55 55,79 17,34 | 99,41 59,37
Wachstum von 210° | (Stix)
CFU/ml Nitrit 56,90 98,18 75 95,95 94,56
nachzuweisen (Stix)
Leukozyteneiterase 98,28 55,79 17,59 99,70 59,52
+ Nitrit (Stix)
L ° 198,28 54,47 17,17 | 99,70 | 58,31
Kombinationstestung
Vergleich der Bakterienzahl 78,43 90,89 61,07 95,86 88,97
Genauigkeit der (UFC)
Durchflusszytometri | Leukozytenzahl 76,71 78,89 39,59 94,84 78,40
e und Urinstix um (UFC)
kulturelles Leukozytenesterase 87,25 58,21 27,55 | 96,17 62,69
Wachstum von 210* | (Stix)
CFU/ml Nitrit 34,31 98,39 79,55 | 89,16 88,52
nachzuweisen (Stix)
Leu kozytenlesterase + 88,24 58,21 27,78 96,45 62,84
Nitrit (Stix)
2 90,20 56,07 27,22 | 96,91 61,33

Kombinationstestung

1

Die Probe wurde als “positiv” bezeichnet, wenn Leukozytenesterase oder Nitrit positiv getestet wurden

2

Die Probe wurde als “positiv’ bezeichnet, wenn Leukozytenesterase, Nitrit, Bakterienzahl (UFC) oder
Leukozytenzahl (UFC) positiv waren.

Tabelle 11 Auflistung der Gutekriterien von Durchflusszytometrie und Urinteststreifen, einzeln und als

Kombinationsparameter

4.5 Vortestung mittels Durchflusszytometrie und Quantifizierung der LAMP

Da die LAMP schon sehr geringe Mengen an Keimen nachweisen kann,

war es von Anfang an sehr wichtig eine Mdglichkeit zu finden, mit der wir

eine leicht verunreinigte Urinprobe von einer klinisch relevant bekeimten

Urinprobe unterscheiden kénnen.

Als erste Moglichkeit wurde eine vorgeschaltete Analyse in Form der

Durchflusszytometrie erwogen, da die Literaturlage (Duong et al., 2016;

Moshaver et al.,, 2016; Mduller et al.,, 2018) nahelegt, dass gerade die
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Durchflusszytometrie Giber herausragende, negativ pradiktive Moglichkeiten
verfugt. Dies trifft in unserer Analyse insgesamt auch fur den Cutoff von
10°CFU/ml zu. Fur die Urologie sind jedoch potentiell auch niedrigere
Keimzahlen relevant: Sollte man den von der AWMF S3 Leitlinie
vorgeschlagenen kulturellen Cutoff von 10°CFU/ml anwenden, so ergeben
sich von allen bewertbaren Proben 24 falsch negativ und 54 falsch positiv
durch die durch Zytometrie getesteten Proben. Damit stellt die
Durchflusszytometrie in der Simulation des Behandlungsalgorithmus die
grofite Fehlerquelle dar. Ganzlich auf sie zu verzichten erscheint jedoch
impraktikabel, da die Zytometrie eine wirtschaftlich gangbare Mdglichkeit
darstellt, das grofR3e Aufgebot an negativen Proben zu sichten.

Um die Mdglichkeiten, von Durchflusszytometrie und LAMP-Panel ihre
jeweiligen Limitationen gegenseitig auszugleichen zu eruieren, haben wir
eine konsekutive Testung der Proben durch beide Screeningtests in silicio
modelliert. Bei insgesamt 675 Proben, die durch die Zytometrie getestet
wurden, wurden 133 als positiv bezeichnet. Nach dem Goldstandard
gemessen waren hiervon 54 falsch positiv und 79 richtig positiv getestet.
Von den 133 Zytometrie-positiven Proben wurden vom Gyrase-
Screeningpanel 36 als positiv bewertet. Nach dem Goldstandard gemessen
sind hiervon 28 richtig positiv und 8 falsch positiv. In aufbauender Testung
ergibt sich folglich eine geringe Rate 1,19% falsch positiv gemessene
Proben. Somit zeigt sich, dass eine Ubertherapie durch sequenzielles
Screening effektiv verhindert werden kdnnte.

Um hier die diagnostischen Optionen zu erweitern haben wir den
Zusammenhang zwischen Keimmenge in der Orginalprobe und time to
positivity (TTP) des LAMP-Verfahrens hergestellt. Wir konnten feststellen,
dass richtig positive Proben in aller Regel spatestens nach 15 Minuten in
der LAMP positiv wurden (Ausnahme 3 Proben mit mittlerer Keimmenge).
In unserer dazu angestellten in vitro Analyse lie3 sich ein evidenter
Zusammenhang zwischen Keimmenge und Amplifikationsgeschwindigkeit
nachweisen. Somit kdnnen Proben geringer Keimmenge im zweiten Schritt
nach der Durchflusszytometrie auch tber die TTP-Analyse gefunden und
ausgesondert werden.

Im Rahmen der genannten Einschréankungen ist die LAMP-Methode damit
nicht nur qualitativ sondern auch quantitativ nutzbar.

Bezuglich der in dem vorgeschlagenen, durch die Durchflusszytometrie

falsch negativ getesteten Proben (n=24), wirde eine
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Testalgorithmusoptimierung die tatsachlich unwillkommenen Auswirkungen
einer Fehldiagnostik abschwachen: Wie bereits erwahnt (Einleitung, Kapitel
1.2) wird die Diagnose des Harnwegsinfekts durch den behandelnden Arzt
in Anamnese und korperlicher Untersuchung, gegebenenfalls unterstitzt
mittels eines Fragebogens gestellt. Sollten also Patienten mit Symptomen
aber einem negativen, potentiell falsch negativen,
Durchflusszytometrieergebnis untersucht werden, so wirde dennoch die
Diagnose eines Harnwegsinfekts gestellt werden und die Patienten wirden
der adaquaten Therapie bzw. weiterfuhrenden Diagnhostik zugefuhrt
werden. Die Patientengruppe, die am ehesten Schaden von einem falsch
negativen Durchflusszytometrieergebnis nehmen koénnte, waren folglich
Patienten ohne Symptome des Harnwegsinfektes, deren Bakteriurie
dennoch behandlungsbedurftig ist. Diese Patientengruppen sind
hauptsachlich Schwangere, Immunsupprimierte und Patienten vor einem
schleimhautinvasiven operativen Eingriff am Urogenitaltrakt. Bei diesen
Patientengruppen ist denkbar, dass unabhdngig von einem negativen
Durchflusszytometrieergebnis  dennoch eine  LAMP-Diagnostik in
Kombination mit der bereits etablierten Dipslide-Kultur durchgefihrt wird.
Durch diese Anpassungen des Testprozesses auf die individuellen
Patientenbegebenheiten lasst sich die Vortestqualitat deutlich erhéhen und

das Risiko einer versdumten Therapie minimieren.

4.6 Falsch positive Screeningergebnisse

Wir gehen davon aus, dass der von uns erhobene positive pradiktive Wert
ZU niedrig ist.

In erster Linie gab es in den ersten 3 Monaten, bevor die Weitergabe von
Nativurin an die Mikrobiologie implementiert war, Probleme, Proben mit
geringer Keimmenge adaquat zu erkennen. Zu der Zeit ist, als Teil der
Routinediagnostik, zu jedem Patientenurin ein Uricult Eintauchndhrboden
angelegt und vor Ort in der Urologie bis zum nachsten Morgen bebriitet
worden. Nach stehender Dienstanweisung wurden nur die Uricults, welche
mehr als 2-3 Kolonien hatten zur weiteren Diagnhostik an die Mikrobiologie
weitergereicht. Die Proben mit weniger Kolonien wurden als ,steril
vermerkt, da ihr Bewuchs nicht von klinischer Relevanz sei. Da nun aber

das gyrA-Screening in der Lage scheint, selbst kleinste Mengen an
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genetischem Material in der Patientenprobe zu detektieren, erhielten wir
ein ,falsch positives® Ergebnis, welches moglicherweise aber einfach sehr
kleine Erregermengen anzeigte. Um diesem Effekt der Vorselektion
entgegenzuwirken haben wir, als wir die Fehlerquelle gefunden haben,
zusatzlich die Einsendung von Nativurin zu Studienzwecken implementiert.
Leider war es im Nachhinein nicht mehr moglich, genau zu bestimmen in
welchen Fallen es sich um die ,wahren® falsch positiven Falle und wann es
sich um die kontrollbedingten falsch positiven Falle handelt. Aus diesem
Grund haben wir fur alle Falle denselben Goldstandard verwendet, auch
wenn zu beflrchten steht, dass wir damit ein schlechteres Ergebnis flr den
Test erhalten als eigentlich zutreffend ware.

Gegen Ende der Studie haben wir diesen Sachverhalt durch eine weitere
Untersuchung versucht zu hinterfragen: 15 Urinproben, welche in der
LAMP-Reaktion positiv waren und in der Standard-Kultur negativ, wurden
Aliguots von dem zentrifugierten Urin, der fur die LAMP-Reaktion benutzt
wurde, direkt auf Agar-Platten (Chromagar) ausgestrichen und zuséatzlich
wurden auf diese Platte Antibiotika-Plattchen gestempelt. Die Intention
hierbei war, in dem Material, welches fur die LAMP-Reaktion benutzt wird,
moglichst direkt auch kleine Mengen an E. coli zu finden. Durch die
Antibiotika-Plattchen sollte ermdglicht werden, auch ggfs. resistente von
sensiblen Sub-Populationen differenzieren zu kénnen. Von 15 Urinproben
fanden sich hierbei in 9 E. coli.

Damit bleibt weiterhin eine Rate an falsch positiven LAMP-Reaktionen,
jedoch ist anzunehmen, dass ein Teil davon eigentlich tatsachlich E. coli
nachweist. Denkbar ist natirlich auch ein Probengewinnungsfehler: Im
Urinbecher ist deutlich mehr Urin als man far LAMP und kulturelle
Diagnostik benétigt. Um den Routine-Ablauf nicht zu gefahrden, wurden
die Aligouts fir die LAMP-Pilotstudie jedoch jeweils erst spater aus den
Urinbechern entnommen, wenn die Routinediagnostik definitiv schon
genug Material bekommen hatte.

Es bleibt festzuhalten, dass der Vergleich einer genotypischen mit einer

kulturellen Methode komplex ist.
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4.7 Limitationen: Resistenzpanel

Die zentralen Limitationen jedes genotypisch orientierten Testes sind
zweierlei: Auf der einen Seite ist man in seinem Erkenntnisgewinn an die
Auswahl seiner Primer gebunden. Sollte also ein Patient infiziert sein mit
einem E. coli mit einem ungewdhnlichen, deswegen auch nicht von
unserem Panel erfassten, Reisenzgen, und wirde mit dem Panel getestet
werden, so wirde unser Test ein falsch sensibles Ergebnis fir den E. coli
dieses Patienten liefern. Auch wenn unsere Primer sorgfaltig nach h&ufigen
Resistenzgenen und Mechanismen in unserer Patientenpopulation
ausgewahlt wurden, so bleibt die Mdglichkeit, dass zum Beispiel unser
Surrogatparameter (hylA als statistischer Marker far
Flourchinolonsuseptibilitdt) in einer anderen Population, mit anderen
Verteilungsmustern und Genassoziationen keine verldssliche Vorhersage
liefern kann. Auf der anderen Seite bedeutet das Vorhandensein von
Resistenzgenen weder deren Auspragung noch deren Verbreitung
innerhalb der Bakterienpopulation. Dadurch kann es passieren, dass ein

Patient breiter therapiert wird, als es eigentlich notwendig ware.

Demgegeniiber steht jedoch ein Potential der genetischen Nachweise:
Durch Detektion einer potentiell resistenteren Subpopulation an Tag 1
kann, durch eine direkt adaquate Antibiose deren Verbreitung
moglicherweise besser unterbunden werden:

Beispielsweise haben wir in 13 Proben mittels LAMP E. coli mit Resistenz
gegen Ampicillin/Sulbactam vorhergesagt, die sich in zunachst in der
Routinekultur nicht bestatigte, und damit per Protokoll als ,falsch resistent®
zu werten war. In der Nachbetrachtung zur Point-of-Care-Studie sind
jedoch einige Patienten weiterhin urologisch betreut worden und haben
mikrobiologische Urinkultur-Proben abgegeben. Deren Ergebnisse haben
wir durchsucht, und haben bei 5 der 13 Falle feststellen kdnnen, dass
diese Patienten in spater abgegebenen Urinproben tatsachlich E. coli
Isolate hatten, die dem von uns per LAMP bestimmten Resistenzmuster
entsprachen (Zeitraum 4 Tage bis 3 Monate).

Kliniker berichten von der Beobachtung, dass Bakterien bei ihren Patienten
wéahrend eines Aufenthaltes oder zwischen Aufenthalten resistenter
werden. Unsere Ergebnisse bieten hierzu eine potentielle Erklarung: die

resistenteren Erreger sind in einigen Fallen moéglicherweise schon am
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ersten Tag des Krankenhausaufenthalts vorhanden, werden aber von der
Routinediagnostik nicht erfasst.

In der von der Mikrobiologie durchgefuhrten Goldstandard-Diagnostik
werden zur Resistenztestung jeweils einige wenige Kolonien von einer
(mitunter voll) bewachsenen Platte entnommen und dann mittels
automatisierter Resistenztestung (VITEK 2, Biomerieux) getestet. Dies
geschieht in der Annahme, dass die entnommenen Kolonien reprasentativ
fir die gesamte Population seien. Sollten allerdings die Bakterien in
Wirklichkeit heterogen in ihrem Resistenzmuster verteilt vorliegen, so
erscheint es durchaus denkbar, dass die ausgewéhiten Kolonien eben
nicht das gesamte phanotypische Spektrum der Resistenzen
reprasentieren. Hierbei lauft man Gefahr eine Subpopulation an resistenten
Bakterien zu lbersehen, die, nach Anderung der Selektionsbedingungen
durch Antibiotikagabe nach Antibiogramm (welches in Wahrheit aber nur
einen Teil der Gesamtpopulation adaquat charakterisiert), sich ungehindert
vermehren kann.

Unser LAMP-Panel bietet hierbei den Vorteil, dass grolle Mengen der
Bakterien Uber die Zentrifugation und DNA-Extraktion untersucht werden
(was die Diagnostik reprasentativer macht als wenn einzelne Kolonien
reprasentativ untersucht werden) und innerhalb dieser Probe selbst kleine
Mengen der Resistenzgene nachgewiesen werden kénnen. Damit
ermdglicht der Test moglicherweise friher eine addquate Behandlung von
resistenten Subpopulationen, die normalerweise von der herkdmmlichen

Diagnostik Ubersehen werden kénnten.

4.8 Zusammenfassung moderner Harnwegsinfektionsdiagnostika

Neben dem Goldstandard der kulturellen Zichtung zum Nachweis einer
Bakteriurie und unseren angewandten Methoden (LAMP,
Durchflusszytometrie, Dipstick-Testung) stehen eine Vielzahl weiterer
diagnostischer Werkzeuge zur Verfigung, welche zum Teil noch in der
Entwicklung begriffen sind. Im Sinne eines komparativen Uberblickes
haben wir eine Tabelle dieser Diagnostika und ihrer Charakteristika

zusammengestellt (Fritzenwanker et al., 2016)(Tabelle 12).
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Hierbei ist zu erwéhnen, dass neben unserem LAMP-Testpanel andere
vielversprechende Diagnostika existieren. Zum Beispiel wéaren das NGS im
Datengewinn und die automatisierte Mikroskopie in Geschwindigkeit der
LAMP uberlegen. Die benutzerfreundliche Anwendbarkeit, die Resistenz
gegenuber Storfaktoren, die Verwendungsmaoglichkeiten als Point-of-Care
Test und die Resistenzvorhersage sind jedoch Vorteile, die die LAMP-

Methodik recht attraktiv erscheinen lassen.
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Tabelle 12 Vergleich der Parameter ausgewahlter HWI-Diagnostika modifiziert nach (Fritzenwanker et al., 2016); mit freundlicher Genehmigung

Technik Bearbeitungszeit Bakterielle Spezies- Resistenz Starken Limitationen Literatur
Quantifikation identifikation daten
Dipsticks Minuten Nein Nein Nein Weit verbreitet. Reliabilitdit wird von einigen | (Devillé et al.,
Detektiert Leukozyten, | Studien in Zweifel gezogen. | 2004; Gieteling
Erythrozyten, Proteine, | Detektiert keine Nitrit- | et al.,, 2014;
Glucose, pH uvm. negativen Bakterien. Little et al,,
PoC-geeignet. 2006)
Uvm.
Papierbasierte Stunden Nein Nur E. coli Nein Beworben als PoC- | Bisher nur experimentelle | (Shih et al,
ELISA fiir E. coli geeignet Daten. Findet nur E. coli 2015)
Papierbasierte Stunden Nein Nur E. coli Nein Beworben als PoC- | Bisher nur experimentelle | (Cho, Park,
Mikrofluid- geeignet. Detektiert auch | Daten. Findet nur E. | Nahapetian, &
Detektion fir E. N. gonorrhoeae coli/N.gonorrhoeae Yoon, 2015)
coli
Elektronische <1 Stunde Nein Ja Nein Beworben als PoC- | Bisher nur experimetelle Daten | (Roine et al.,
Nase geeignet. 2014)
Automatisierte Minuten Ja Nein Nein Detektiert ebenfalls | Nicht Point-of-Care geeignet (Falbo et al,
Mikroskopie Leukozyten, Erythrozyten 2012; Huysal et
und Pilze. Automatisiert, al., 2012;
billig, mit hohem Rosanne Sterry-
Durchsatz Blunt, Randall,
Doughton,
Aliyu, & Enoch,
2015)
Durchfluss- Minuten Ja Gramdifferenzie | Nein Detektiert ebenfalls | Daten bendtigen | (Geerts et al.,
Zytometrie rung. Hinweise Leukozyten, Interpretation. 2016; Picot,
auf Spezies. Erythrozyten. Cutoffs miissen je nach | Guerin, Le Van
Automatisiert, billig mit | Testpopulation gewadhlt | Kim, &
hohem Durchsatz werden. Boulanger,
2012; Sun et al.,
2018; C. C. Yang
et al., 2017)
Uvm.
Massenspektrom <1 Stunde Nein Ja Hinweise Mikrobiologische, Limitierte Daten bei | (Oviafio & Bou,
etrie etablierte Routine. unkultivierten Bakterien 2019; Rossellg,
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Quantitative PCR
LAMP

Komplette
Genomsequenzier
ung (NGS)

Microarray

Isothermale
Mikrokalorimetri
e

Impedanz-
messung

Biosensor-Chips

Stunden (gPCR)
Minuten (LAMP)

Circa 1 Tag

Stunden

Stunden

Stunden

Stunden

Ja

Ja

Ja

Ja

Ja

Ja

Ja

Ja

Ja

Ja

Nur E. coli

Ja

Ja

Ja

Ja

Hinweise

Nein

Ja
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Anpassbar an
Testpopulation.  Robust
gegeniiber

Mischkulturen.
Beworben als PoC-
geeignet.

Allumfassende
Information zu Spezies,
Pathogenitatsfaktoren
und
Verbreitungsabstammung
. Ermoglicht Analyse des
Mikrobioms.

Anpassbar an
Testpopulation.
Automatisierte  Testung
mit hohem Durchsatz

Differenziert zwischen
vitalen und toten
Bakterien

Quantitative Messung
vitaler Bakterien
Anpassbar an
Testpopulation.

Robust gegenliber

Mischkulturen

Benotigt prazise Genmarker.
Nicht zur Blinddiagnostik
geeignet.

Sehr teuer in Anschaffung und
Unterhalt. Interpretation
bendtigt umfassende
Bioinformatik.

Benotigt prazise Genmarker.

Bisher lediglich limitierte,
experimentelle Daten
verflgbar.

Bisher nur experimentelle
Daten

Bisher  nur
Daten.
Detektiert nur E. coli

Benotigt prazise Marker.
Limitierte Daten bezlglich
klinischer Implementation

experimentelle

Lejarazu
Leonardo,
Domingo, &
Pérez, 2015;
Zboromyrska et
al., 2016)

Siehe
Einleitung.

(Hasman et al.,
2014; Zankari et
al.,, 2012)

(Bentaleb et al.,
2016; Yu et al.,
2007)

(Braissant et
al., 2014)

(Settu, Chen,
Liu, Chen, &
Tsai, 2015)
(Mohan et al.,
2011)



4.9 Entscheidungsbaum unter Verwendung der LAMP-Technik

Basierend auf den Mikrobiologisch-infektiologischen Qualitatsstandards
(Gatermann et al., 2005) haben wir einen mdglichen Entscheidungsbaum
entworfen, der beispielhaft demonstriert, inwieweit ein Screening und
Empfindlichkeitstestsystem basierend auf der LAMP-Technik die
diagnostischen und therapeutischen Handlungsspielraume erweitert
(Abbildung 20).

URPOCT-Panel mit

Patient mit Resistenzgenbestimmung

spezieller N
Indikation?
Symptomatischer [Sch\.r:ralnaelrosrc]haft- Gezielte Therapie nach
Patient? ng_ ! Empfindlichkeitsnachweis|LAMP)

+
Bakterien-Kultur
Therapieanpassung

nein - Keine Therapie
7 Keine Kultur

URPOCT-Panel mit
Resistenzgenbestimmung
+
Gezielte Therapie nach
Empfindlichkeitsnachweis|LAMP)

Immunsuppression

Frau mit
unkomplizierter
Zystitis/ kein
komplizierter
HWI?

Antibiotische
Therapie?

Evtl. Kulturzur
Resistenziberwachung

nein/nicht sicher

URPOCT-Panel mit
Resistenzgenbestimmung

Leukozyten-

+ Test. Keine Therapie
Gezielte Therapie nach Klinische 5 Keine Kultur
Empfindlichkeitsnachweis(LAMP) |~ passende Klinik Symptomatik Kein Verdacht auf HWI Suche nach anderer

+
Bakterien-Kultur
> Therapieanpassung

im Ursache

Verlauf?

Abbildung 20 Entscheidungsbaum zum Einbinden der LAMP-Diagnostik in den klinischen Alltag (vgl. MiQ 2 05)

Dieser Algorithmus kann jederzeit mit anderen Testsystemen erweitert

werden, z.B. um die Durchflusszytometrie.
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4.10 Ausblick

Nachdem sowohl Durchfiihrbarkeit als auch Anwendbarkeit und klinischer
Nutzen des LAMP basierten Testpanels exploriert wurden, bleibt als
nachster Schritt die Testmoglichkeiten um weitere Harnwegserreger zu
erweitern. In erster Linie werden wir uns der Entwicklung und Testung von
Screeningprimern fur Enterococcus faecium und Enterococcus faecalis,
sowie Klebsiella oxytoca und Klebsiella pneumoniae, Proteus mirabilis und
Pseudomonas aeruginosa annehmen.

Ebenfalls in der Entwicklung ist die Implementierung von genotypischer
Resistenztestung analog zu E. coli fir die Spezies Enterococcus

faecium/faecalis und Klebsiella oxytoca/pneumoniae.

Im Anschluss daran steht die Madoglichkeit, die LAMP-Testmethode
multizentrisch ~ zu  erproben und gegebenenfalls auf andere
Resistenzvorkommen anzupassen und somit gerade die Surrogat-

Parameter weiter zu validieren.

Schlussendlich hoffen wir, dass am Ende der tatsachliche, klinische
Einsatz unserer Testmethode am Patientenbett steht.
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5. Zusammenfassung

Die Entwicklung von Antibiotikaresistenzen und deren Verbreitung ist zu einer globalen
Herausforderung geworden. Wichtige Faktoren hierflr sind, dass zu viele Antibiotika
verschrieben werden, selbst wenn sie nicht indiziert waren, und die haufige
Verwendung von Breitband-Antibiotika in Féallen, bei denen schmalere Optionen
ausreichen wirden. Diese Behandlungen finden insgesamt hauptsachlich im Rahmen
empirisch kalkulierter Therapie, bevor ein Antibiogramm vorliegt, statt.

Um also die Entwicklung flachendeckender Antibiotikaresistenzen zu verlangsamen, ist
eine Testmethode, welche ambulant oder am Patientenbett angewendet werden kann
und schnell Antibiotikaempfindlichkeitsvorhersagen treffen kann, notig. Als ein robustes
und schnelles Testsystem hat sich die LAMP-Nukleinsdure-Amplifikationstechnik
bewdhrt, weswegen wir auf dieser Technologie basierend einen Schnelltest fir
Resistenzen von  Harnwegsinfektionserregern, der zweithaufigsten  akuten

Infektionskrankheit, entwickelt haben.

In dieser Studie wollten wir die Testgutekriterien und die Anwendbarkeit eines Point-of-
Care Tests zur Schnelldiagnostik von E. coli im Urin mittels einer LAMP-PCR ausloten.
Als sekundare Analyse betrachteten wir die Wertigkeit klassischer Schnelltestverfahren
wie die Urindipstickanalyse und die Durchflusszytometrie und in wieweit wir mit Ihnen

unseren Point-of-Care Test supplementieren kénnen.

Zur Durchfiihrung unserer Analysen sammelten wir im prospektiven Studiendesign von
Marz 2017 bis August 2017 insgesamt 1.180 Urinproben von Patienten der Klinik fur
Urologie, Kinderurologie und Andrologie Giel3en. Diese wurden sowohl im
Routinelabor nach Goldstandard kulturell auf Erreger getestet, als auch unserem
Testpanel aus LAMP und Durchflusszytometrie unterzogen. Diese Daten wurden
zusammen mit der routinem&Rig erhobenen Dipstick-Testung zusammengefasst.
Basierend auf diesem Datensatz konnte die Testglte unseres Resistenzpanels
bestimmt werden. Zusétzlich betrachten wir explorativ, inwieweit wir Dipsticks und

Durchflusszytometrie zum Probenscreening vorschalten kdnnen.

Es zeigte sich, dass unser Screeningpanel mit einer Genauigkeit von 96,17% E. coli
erkennt. Besonders hervorzuheben ist dabei der NPW von 99,69%.
In der klassischen Rapid-Sequenzdiagnostik erreichte die Durchflusszytometrie mit

88,97% Genauigkeit fur den Nachweis einer Bakteriurie das beste Ergebnis.
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Unser Resistenzpanel sagt mit mindestens 92% (Ausnahme Ampicillin) erfolgreich

Antibiotikaempfindlichkeit voraus.

Unsere leistungsstarke Empfindlichkeitsvorhersage gilt zum jetzigen Zeitpunkt
methodenbedingt nur fir E. coli. Trotz sehr hoher Verlasslichkeit der
Empfindlichkeitsvorhersage, bewertet das Resistenzpanel zum Teil ph&notypisch
sensibel getestete Bakterien als resistent. Eine Mdglichkeit damit umzugehen, ware
prinzipiell nur zu testen, wenn die klinische Diaghose des Harnwegsinfekts gestellt
wurde. Zum jetzigen Zeitpunkt erscheint das Testen jeder einzelnen Urinprobe mittels
der LAMP bei der hohen Rate an Negativergebnissen aus Kostengriinden unattraktiv.
Als Alternative stellt sich bei Indikationen, die einer schnellen Diagnostik bedurfen,
oder auch bei asymptomatischer Bakteriurie behandelt werden wirden
(Schwangerschaft, OP, Immunsuppression, etc.) die Durchflusszytometrie dar. Mit der
Durchflusszytometrie kdnnte ein GrofRdteil der negativen Proben vorab selektiert
werden. Wir konnten in dieser proof of concept Studie die Anwendbarkeit und
Verlasslichkeit unseres Resistenzpanels eindriicklich darstellen. Als nachstes bleibt die
Implementierung weiterer Speziesdiagnostik um einen umfassenden Keimnachweis

des gesamten bakteriellen Spektrums mit Empfindlichkeitsbestimmung zu ermdéglichen.
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6. Summary

Urinary tract infections (UTIs) are most commonly caused by bacteria and lead to a
large volume of empiric calculated antibiotic prescriptions. Over- and misuse of
antibiotics leads to antibiotic resistance with dwindling therapeutic options. To enable
rational antibiotic selection at therapy initiation, a rapid, sensitive, point-of-care
susceptibility testing is needed.

The primary aim of this study was to evaluate the accuracy and feasibility of a
novel point of care testing panel in detecting E. coli and their resistance genes
using loop mediated isothermal amplification (LAMP).

As a secondary analysis, we evaluated other point-of-care or rapid-sequence
diagnostic tools to supplement the potential usage of the LAMP.

All urine samples were prospectively collected from urologic patients admitted to
the university clinic Giessen between March 2017 and August 2017. Following
sample acquisition, the urine samples were screened for presence of E. coli
specific gyrA gene using the LAMP method. Conditional on the presence of E.

coli, a subsequent antibiotic resistance gene panel testing was performed.

The results of this novel approach were compared to the current clinical gold
standard provided by the routine diagnostics of the microbiological, urological and
laboratory medicine department.

For the secondary analysis the accuracy of urine dipsticks and urine flow
cytometry (UFC) was compared against gold standard with subsequent evaluation

of a possible algorithm for sample screening.

A total of 1.073 urine samples were included in the primary analysis. The accuracy of
the experimental screening panel to detect E. coli was 96.17% with an excellent
negative predictive value (99.69%).

Out of the classic rapid-sequence-diagnostics, UFC performed best with an accuracy of
88.97%.

Our resistance panel performed equally well with every susceptibility prediction (under

exclusion of Ampicillin) being correct in 92% of cases.
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LAMP-panel based testing is a reliable approach to detect the presence of E. coli
and its antibiotic resistance genes.

Its shortcomings in financial feasibility may be alleviated by performing pretesting.
It outperforms classic rapid-sequence-diagnostics and may improve patient care
by providing fast access to rational antibiotic therapy for UTlIs.
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