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Verdrangt Multiplex PCR den klassischen
Kulturnachweis in der Mikrobiologie?

Die Multiplex PCR Technologie hdlt in der mikrobiologischen Diagnostik mehr

und mehr Einzug. Diese Technik erlaubt in einem einzigen Probenlauf die simul-

tane Amplifikation von mehreren DNA/RNA-Zielsequenzen von Erregern iiber

die Speziesebene hinaus. Verschiedene Erreger von Infektionskrankheiten kon-

nen durch einen Symptom-orientierten Approach eindeutig und rasch mit hoher

Zuverldssigkeit nachgewiesen werden. Im Wesentlichen verfiigt man heute iiber

Multiplex PCR-Panels zur Abkldrung von gastrointestinalen, respiratorischen,

urogenitalen Infekten, sowie zur Meningitis-Diagnostik. Das heutige Angebot

der Industrie, der Universitdtsspitdler und der grofieren Privatlabors der Schweiz

wird tabellarisch dargestellt und kommentiert.

Einflihrung

Die mikrobiologische Diagnostik hat
zum Ziel in Patientenproben die fiir
eine Infektionskrankheit verantwortli-
chen Erreger (Bakterien, Pilze, Viren,
Parasiten) zu identifizieren und, falls
indiziert, eine Resistenzpriifung durch-
zufiihren. Die klassische Mikrobiologie
beruht auf dem Nachweis mittels Mik-
roskopie und der Kultur auf Nahrme-
dien. Zur Keimidentifizierung werden
vorwiegend biochemische Methoden,
neuerdings die MALDI-TOF (Matrix
Associated Laser Desorption/Ionizati-
on - Time of Flight - Massenspektrome-
trie) Technologie verwendet. Die Resis-
tenzpriifung von Antibiotika wird fiir
pathogene Keime nach dem EUCAST
oder CLSI Standard in Form eines Anti-
biogramms resultiert. Nachteil dieser
Verfahren sind die obligaten Inkubati-
onszeiten: 18 Stunden fiir das Wachs-
tum von Kolonien, 5 bis 18 Stunden
fiir die Identifikation und das
Antibiogramm. Somit benétigt ein
mikrobiologischer Auftrag von der
Probeentnahme bis zum Resultat in
der Regel zwei bis drei Tage.

Der technische Fortschritt der letzten
Jahre erlaubt heute, die Zeit von der
Probenankunft im Labor bis zum Re-

sultat wesentlich zu verkiirzen. Dazu
gehort die Identifikation eines Keimes
innerhalb von wenigen Minuten mit-
tels MALDI-TOF Technik, welche in der
Routine der meisten diagnostischen
Mikrobiologielabore Einzug gehalten
hat [1]. Fiir die Erstellung des Antibio-
grammes kommen weiterhin primar
die klassischen Methoden zur Anwen-
dung: der Arzt kennt den Namen des
Keimes also vor Erhalt des Antibio-
gramms, hat aber einen wichtigen Hin-
weis auf den Infekt Herd und kann eine
gezielte empirische Antibiotikathera-
pie entsprechend der epidemiologi-
schen Resistenzlage vornehmen.

Multiplex PCR-Technologie

Die heute schon klassische PCR-Tech-
nologie (Polymerase Chain Reaction)
beruht auf der in vitro Vervielfaltigung
spezifischer Nukleinsdurensequenzen
eines Mikroorganismus (Bakterien, Vi-
ren, Pilze, Parasiten). Im Vergleich zu
herkdmmlichen Methoden zeichnet
sich die PCR vor allem durch hohe Sen-
sitivitat, Spezifitdt und Schnelligkeit
aus. Vor einigen Jahren konnte jeweils
in einem Untersuchungsgang gleich-
zeitig nur ein einziges spezifisches

DNA/RNA-Target fiir einen bestimm-
ten Keim nachgewiesen werden. Ka-
men bei einer klinischen Fragestellung
mehrere Keime in Betracht, musste
also mit erheblichem Zeit- und Kosten-
aufwand eine Mehrzahl von individu-
ellen PCR-Analysen durchgefiihrt wer-
den. In den letzten Jahren hat die
Multiplex PCR Technologie in der
mikrobiologischen Diagnostik Einzug
gehalten. Sie erlaubt eine simultane
Amplifikation von mehreren DNA/
RNA-Zielsequenzen iiber die Spezies-
ebene hinaus in einem einzigen Pro-
benlauf. Die Automatisierung der Ana-
Iytik und der erhebliche Zeitgewinn
machen die Multiplex-PCR sehr at-
traktiv. Verschiedene Erreger von be-
stimmten Infektionskrankheiten kon-
nen durch einen Symptom-orientierten
Approach eindeutig und rasch mit ho-
her Zuverléssigkeit nachgewiesen wer-
den. Im Wesentlichen verfiigt man heu-
te iiber Multiplex PCR-Panels zur
Abkldrung von gastrointestinalen, re-
spiratorischen, urogenitalen Infekten,
sowie zur Meningitis-Diagnostik. Das
heutige Angebot der Industrie, der Uni-
versitatsspitaler und der gréf8eren Pri-
vatlabors der Schweiz ist im Folgenden
dargestellt (Stand Oktober 2014). Zur
besseren Ubersicht wird in dieser Ar-
beit nur auf Multiplex-Analysen mit
mehr als 2 Ziel-Sequenzen eingegan-
gen. Selbstversténdlich bieten sowohl
die Industrie als auch Labore Einzel-
teste an, welche, falls mehrere Teste
einzeln durchgefiihrt werden, auch zu
einem ,Multiplex-Resultat” fiihren, je-
doch mit wesentlich mehr Aufwand.

Gastrointestinale Infektionen

Die Stuhlflora ist relativ konstant und
stellt mit 10E12 Keimen/Gramm und

Ubersichtsarbeit A
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iiber 1000 Keimarten die hochste Bak-
terienkonzentration des menschlichen
Korpers dar. Durchfall wird von Bak-
terien, Viren oder Parasiten verursacht,
meist exogen, infolge fako-oraler Infek-
tion mit wenigen bekannten pathoge-
nen Keimen, seltener endogen, infolge
Immunosuppression oder gestorter
Darmflora nach Antibiotikagabe. Da
verschiedene Erreger Durchfall verur-
sachen, muss das klinisch-mikrobiolo-
gische Labor Techniken wie Kultur-,
ELISA-, Antigene-, Mikroskopie- und
Amplifikationsmethoden verwenden.
Die traditionelle Stuhluntersuchung
mittels Kultur beschriankt sich beim
ambulanten Patienten auf die Suche
nach den Kklassisch pathogenen Kei-
men wie Salmonellen, Shigellen, Cam-
pylobacter, Yersinia enterocolitica und
allenfalls toxigene E. coli. Bei hospitali-
sierten Patienten ist vorwiegend die
Suche nach C. difficile Toxin, Noroviren
und Rotaviren angezeigt, bei Tropen-
riickkehrer mit Ruhr-artigen Durchfal-
len die entsprechenden pathogenen,
invasiven oder toxigenen E. coli (EIEC,
ETEC, EHEC (STEC/VTEC) und Parasi-
ten. Diese Kategorien lassen sich ana-
mnestisch selten klar differenzieren.
Lebensweise mit Stress, interkontinen-
talen Flugreisen, nicht optimalen Ess-
moglichkeiten tragen dazu bei. Un-
gefaihr 80% der Diarrhden bleiben
ungeklart, da eine vollstdndige Abklar-
ung mit herkémmlichen Methoden fi-
nanziell und zeitlich zu aufwendig ist.
In Kklinisch dringlichen Situationen
und im Hinblick auf eventuell indizier-
te epidemiologische Mafinahmen ist
jedoch eine rasche atiologische Diag-
nose von grofSem Nutzen.

Die von der Industrie entwickelten
PCR Multiplex-Panels bieten heute die
Moglichkeit ein Gastroenteritis-Syn-
drom innerhalb von wenigen Stunden
mit einer einzigen Stuhluntersuchung
auf Bakterien, Viren und Parasiten
ganzheitlich abzukldren und das Re-
sultat gleichentags dem behandeln-
den Arzt mitzuteilen. Die Analysen
ergeben entweder ein qualitatives
(Nachweis eines Keimes ja/nein) oder
gar ein semiquantitatives Resultat

(wenig/viel). Nicht seltene Mischin-
fektionen mit mehreren Erregern wer-
den ebenfalls erfasst. Traditionelle
Untersuchungsmethoden haben eine
Sensitivitat von < 50 % sind aber spe-
zifisch. Multiplex PCR weisen eine
hohere Sensitivitat auf (> 80 %), sind
aber weniger spezifisch [2]. Deshalb
sind Multiplex-PCR-Methoden fiir ein
rasches Screening geeignet mit am
gleichen Tag zielgerichteter Kultur
und allfilligem Antibiogramm nach
1-2 Tagen.

Angebot der diagnostischen Industrie

Tabelle 1 stellt eine représentative Aus-
wahl von industriellen Produkten fiir
PCR Multiplex-Panels zur Abklarung
von Durchfallerkrankungen dar. Insge-
samt werden 8 Bakterienarten, 10 Bak-
terientoxine, 5 Virenarten und 6 Parasi-
ten angeboten, jeweils mit einer oder
mehreren Spezies beziehungsweise
Subtypen. Die Panels sind je nach Her-
steller und Amplifikationstechnik un-
terschiedlich aufgebaut, entweder die
vier Kategorien Bakterien, Toxine,
Viren und Parasiten vereint in einem
Panel oder unterteilt in zwei bis drei
Kategorien. Selbstverstéandlich bieten
dieselben Firmen die im Panel enthal-
tenen Analysen auch als Einzelteste an.
Die Instrumentation zur Durchfithrung
dieser Test-Panels ist entweder an die
Herstellerfirma gebunden oder kann
auf gebrduchlichen Instrumenten fiir
PCR-Techniken verarbeitet werden.

Angebot der Privatlabore

Tabelle 2 zeigt das Angebot grofierer
Privatlabore in der Schweiz. Verwendet
werden von der diagnostischen Indust-
rie angebotene CE markierte Multi-
plex-Panels, selten selbstentwickelte.
Die Preise fiir die einzelnen Panels vari-
ieren je nach Anzahl der untersuchten
Parameter von 200-500 CHF, wobei
von den Labors im Hinblick auf ein ef-
fizientes und verniinftiges Kosten-Nut-
zen-Verhiltnis bewusst nur eine be-
schrankte Anzahl von Parametern
gemil$ Eidgendssischer Analysenliste
verrechnet werden. Eine offizielle
Preisgestaltung der Behérden fiir Mul-

tiplex-PCR-Analysen liegt heute nicht
vor. Zur Abkldrung derselben Erreger
gemdfd Analysenliste ist ein Multiplex
PCR-Panel giinstiger und schneller als
die klassische Kultur, dem Antigen-
nachweis oder Einzel-PCR. Stuhlpro-
ben welche am Morgen friihzeitig ins
Labor gelangen, werden in der Regel
an 5 oder 6 Wochentagen abgearbeitet
und das Resultat am gleichen Tag
mitgeteilt. Etwaige zusétzliche Abkla-
rungen (Bestdtigungsteste, Antibio-
gramme) konnen vom selben Material
gleichentags angelegt werden, Resultat
meist nach 24 Stunden.

Angebot offentlicher Labore
Mikrobiologische Labors der Uni-
versitédtsspitéler bieten vorlaufig kei-
ne Multiplex-Panels zur Abklarung
von Durchfall an (Ausnahme Univer-
sitdtsspital Basel). Aufgrund der en-
gen Zusammenarbeit mit Spezialisten
fiir Infektionskrankheiten, komplexen
Krankheitsbilder, Immunsuppression,
Komplikationen, postoperativem Fie-
ber und andere mehr, wird hier dia-
gnostisch gezielt gemaf3 internen Algo-
rithmen vorgegangen. Dabei werden,
falls die PCR zur Anwendung kommt,
Analysen sehr zielgerichtet oder mit
speziellen Panels fiir eng definierte
Erreger durchgefiihrt. Auf eine detail-
lierte Auflistung des Vorgehens wird in
dieser Arbeit bewusst verzichtet. Das
Vorgehen in Kantonsspitéler ist unter-
schiedlich: analog den Universitatsspi-
tdlern oder seltener die Verwendung
von Multiplex PCR-Panels wie in Pri-
vatlaboren.

Respiratorische Infekte

Das Syndrom ,,Grippaler Infekt” oder
~Husten, Auswurf, Fieber” ist mit
einer Vielzahl von Atiologien ver-
einbar, verursacht vorwiegend durch
Viren, weniger durch Bakterien und
Pilze. Die ambulant erworbene Pneu-
monie (community acquired pneumo-
nia = CAP) wird durch klassische Erre-
ger, bei der Untergruppe der typischen
Pneumonie von Streptococcus pneu-
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Tabelle 1 Multiplex PCR-Panels zur Durchfall-Abklarung, diagnostisches Industrieangebot
Legende: Ein Punkt (+) entspricht einer Spezies beziehungsweise einem Subtyp, ein Rahmen = 1 Panel

Durchfall BD-Max | BioFire | Cepheid | CLART £hs Luminex P.a"h° Sacace |Seegene
Track finder
Salmonella spp. ° . . . . . . oo
Shlgella Spp. . . eoee ° . . . eocee
Campyl()baCter oo eee LEXX XS (L] L] L1 L] L1
spp.
,g’ Aeromonas spp. . . o ececee
ﬁ C. difficile Toxin . . . . . . .
S A/B oder B
Clostridium .
perfringens
Vibrio spp. eooe . oo
Yersinia spp. . soce . . o .
E. coli 0157:H7 . . . .
EHEC
E. coli ETEC 1t/st o o .
E. coli VTEC o . .
EAEC .
EPEC . .
w
; EIEC/Shigella . o .
© Plesiomonas .
shigelloides
Shigalike Toxin . . . .
(STEC) stx1/stx2
SXT 1/ STX2 . . . .
(Shigatoxin)
Shigella dysente- .
riae Toxin
Adenovirus o . . . . o o
Astrovirus o . o .
=
.;:’ Norovirus GI/GII . . . . . . 5 .
Rotavirus A . . . . . o
Sapovirus eooe o
Blastocystis
Dientamoeba o
fragilis
=
o] Entamoeba . . . .
§ histolytica
£ Giardia o o . o
Cyclospora o
Cryptosporidium oo o o .

moniae, Haemophilus influenzae, oder
Legionellen, bei der atypischen Pneu-
monie von Chlamydophila pneumoni-
ae, Mycoplasma pneumoniae oder Vi-
ren verursacht. Die im Krankenhaus

erworbene Pneumonie (hospital ac-
quired pneumonia = HAP) ist nosoko-
mial und entwickelt sich erst mehr
als zwei Tage nach der stationdren
Aufnahme.

Eine Sonderform stellt

die beatmungsassoziierte, nosoko-
miale Pneumonie (ventilator associa-
ted pneumonia = VAP) dar. Haufige
Erreger sind Pseudomonas aeruginosa,
Enterobacter spp., E. coli, Proteus spp.,
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Tabelle 2 Multiplex PCR-Panels zur Durchfall-Abklarung, diagnostisches Angebot von Privatlaboren
Legende: Ein Punkt («) entspricht einer Spezies beziehungsweise einem Subtyp, ein Rahmen = 1 Panel

Taxpunkte‘(= CI-.I.F) - - 5 o » N -
Durchfall K,:rt?‘l:(senllste ggk _§ E _§ _§ _§ _§ _§
S| S| 8| S|8| =8 |=
negativ positiv
Salmonella spp. . . . .
Shigella spp. 78 155 . . . . .
- Campylobacter spp. oo . oo oo .
'% Aeromonas spp. 22 70 J )
£ C. difficile Toxin A/B oder B 101 124 . . . .
“ Clostridium perfringens 22 70 .
Vibrio spp. 22 70 . . J
Yersinia spp. 22 70 o c o o
E. coli 0157: H7 EHEC 180 180 . J . .
E. coli ETEC It/st 180 180 . .
E. coli VTEC 180 180 U .
EAEC 180 180
2 EPEC fehlt fehlt
|>—':§ EIEC/Shigella 180 180 .
Plesiomonas shigelloides 22 70
Shigalike Toxin (STEC) stx1/stx2 180 180 . .
SXT 1/ STX2 (Shigatoxin) 180 180
Shigella dysenteriae Toxin 180 180
o Adenovirus oo . U oo
Astrovirus fehlt fehlt . U
;E Norovirus GI/GII 180 180 . . . .
Rotavirus A . . . .
Sapovirus fehlt fehlt
| Blastocystis
Dientamoeba fragilis
,-g Entamoeba histolytica o o U .
g Giardia . .
Cyclospora fehlt fehlt
Cryptosporidium 45 45 U .

Serratia spp., Klebsiella pneumoniae
und auch Pilze.

Sputum Untersuchungen sind schwie-
rig und nicht leicht zu interpretieren.
In einem Pneumonieherd finden sich
bestenfalls 10E7 Keime pro ml. Natur-
gemaf$ ist jedes auch tief ausgehus-
tete Sputum mit Rachenflora konta-
miniert, welche mehr als 10E10 Keime

pro ml aufweist. Traditionelle Metho-
den zur Abkldrung von respiratori-
schen Infekten sind zudem aufwindig
und bedingen den Einsatz von Mikro-
skopie, semiquantitativen Kulturen,
Antigennachweis und Molekularbio-
logie.

Zur Abkldrung der vielseitigen Atiolo-
gie, bisweilen auch Mischinfektionen,

stehen auch hier Multiplex-PCR Pa-
nels der diagnostischen Industrie zur
Verfiigung. Mit semiquantitativen An-
gaben pro nachgewiesenen Erreger
wird eine schnelle und prézisere Diag-
nostik ermdglicht. Dies ist besonders
bei Kindern und alteren Personen fiir
das therapeutische Vorgehen wichtig.
Da zur korrekten Antibiotikatherapie
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Tabelle 3 Multiplex PCR-Panels zur Pneumonie-Abklarung, diagnostisches Industrieangebot
Legende: Ein Punkt («) entspricht einer Spezies beziehungsweise einem Subtyp, ein Rahmen = 1 Panel

Pneumonien BD-Max | BioFire | Cepheid | CLART Fast Luminex P.atho Sacace |Seegene
Track finder
Streptococcus
. L] L] L] L]
@ pneumoniae
§ Haemophilus . . . .
= influenzae
'—
Staphylococcus . .
aureus
Bordetella . . . . . .
pertussis
Bordetella . .
parapertussis
© Bordetella spp oo o
5 | Chlamydophila
v . L] L] L] L] L] L] L]
‘S pneumoniae
2 i
< Legionella . . . .
pneumophila
Moraxella .
catarrhalis
Mycoplasma . . . . . . .
pneumoniae
Adenovirus . . . . . o
Bocavirus . o . cooe
Coronavirus eoce . eoce ecoe oo
Enterovirus o . o . .
Influenza A Virus eoce oo oo oo . oo .
o Influenza B Virus o 3 . D . . .
o
< | Influenza C Virus .
Metapneumovirus o oo . . . o
Parainfluenza Virus eooe ecoe eoce . ecoe eeoe
Parechovirus °
ReSpi.ratO.ry L] L] LX] LX) L] LX) o0
syncytial virus
Rhinovirus . . . . ° eoe

der gelaufigen bakteriellen Erreger wie
Pneumokokken, Haemophilus, Chla-
mydophila infolge stabiler Resistenz-
lage kein Antibiogramm notwendig
ist, konnte in der Routine auf Kultur
und Antibiogramm verzichtet werden.
Ausnahme bilden aktuell vermehrt
Mykoplasmen. Infolge zunehmender
Resistenz gegen Makrolide wird eine
gezielte Resistenzpriifung empfohlen.
Resultate von Multiplex PCR-Ana-
lysen liegen je nach Methodik nach
1-4 Stunden vor, was fiir das weitere
klinisch-therapeutische Vorgehen, so-

wie fiir epidemiologische MafSnahmen
sehr wertvoll ist.

Angebot der diagnostischen Industrie

Tabelle 3 stellt eine reprisentative
Auswahl von Industrie-Kits fiir PCR-
Multiplex-Panels zur Abklarung von
Infektionen des Respirationstraktes
dar. Insgesamt werden 10 Bakterienar-
ten und 12 Virenarten angeboten,
jeweils mit einer oder mehreren Spezi-
es beziehungsweise Subtypen. Fiir
spezielle Erreger wie Pneumocystis
Jjirovecii, Nokardien, Mykobakterien,

Aspergilllen etc sind auch PCR-Einzel-
tests erhéltlich. Die Kits sind vorwie-
gend auf das Erfassen von typischen
und atypischen Pneumonien angelegt,
separat die viralen Pneumonien. Fiir
die Diagnose nosokomialer Pneumo-
nien sind die erhéltlichen Multiplex
PCR-Panel weniger geeignet. Einige
Universitétsinstitute verwenden des-
halb sehr spezielle Kits (Unyvero®) wel-
che Staphylococcus aureus, Streptococ-
cus mitis group, 14 Gramnegative
Bakterien, Pneumocystis jirovecii und
17 Resistenzmarker fiir Antibiotika

Ubersichtsarbeit 3
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Tabelle 4 Multiplex PCR-Panels zur Pneumonie-Abklarung, diagnostisches Angebot von Privatlabore.
Legende: Ein Punkt (+) entspricht einer Spezies beziehungsweise einem Subtyp, ein Rahmen = 1 Panel

Taxpunkte (= CHF)
b . Analysenliste fiir ; %ﬂ ?6 ?6 ':c.: "3' g
neumonien Kultur PCR R 8| S| R | 8| 3| S
negativ positiv
o Streptococcus pneumoniae . .
o]
2 Haemophilus influenzae 55 86 . o
= Staphylococcus aureus
| Bordetella pertussis . . . o
Bordetella parapertussis 180 180 o
g Bordetella spp
g_ Chlamydophila pneumoniae 180 180 o . o o
5 Legionella pneumophila . J .
Moraxella catarrhalis 22 70
Mycoplasma pneumoniae 180 180 . . . .
] Adenovirus 180 180 e . o
Bocavirus fehlt fehlt eoee
Coronavirus fehlt fehlt (T soce | ooo
Enterovirus 180 180 sooe . .
Influenza A Virus 180 180 oo . coce .
lr; Influenza B Virus 180 180 U . .
'; Influenza C Virus 180 180
Metapneumovirus fehlt fehlt oo . .
Parainfluenza Virus sooe soee | eoee
Parechovirus fehlt fehlt
Respiratory syncytial virus o . .
Rhinovirus fehlt fehlt oo . eoe

gleichzeitig innerhalb von 4 Stunden
bestimmen kénnen!

Angebot der Privatlabore

Tabelle 4 zeigt das Angebot grofler-
er Privatlabore in der Schweiz. Auffal-
lend ist, dass die Multiplex-PCR zur
Abklarung von respiratorischen Infek-
ten noch wenig angewendet wird. Ge-
maf} miindlichen Angaben hat das
eine oder andere Labor entsprechende
Tests vom Angebot zuriickgezogen,
weil sie nicht oder sehr selten verlangt
wurden. Wenn man jedoch an die
SARS oder HIN1 Epidemie zuriick-
denkt und heute an Ebola, dréngt sich
eine schnelle virale Diagnostik mit vi-
talen und epidemiologischen Konse-

quenzen auf. Die Sicherstellung einer
viralen Genese hat — konsequent ange-
wendet - auch einen giinstigen Ein-
fluss auf unnétig verschriebene Anti-
biotika bei respiratorischen Infekten.
Die Preise fiir die einzelnen Panels va-
riieren dhnlich der Durchfalldiagnos-
tik je nach Anzahl der untersuchten
Parameter von 250 - 500 CHF. Eine of-
fizielle Preisgestaltung der Behoérden
fiir Multiplex PCR-Analysen respirato-
rischer Infekte liegt heute nicht vor.
Analysenresultate sind wie bei Durch-
fall-Multiplex-Analysen nach wenigen
Stunden verfiigbar und werden meist
taglich angeboten. Im Gegensatz zu
Durchfallerkrankungen sind zusatzli-
che Analysen oder Bestédtigungstest/

Antibiogramme wie schon erwéhnt
nicht obligat.

Angebot offentlicher Labore
Mikrobiologische Labors der Universi-
tatsspitiler bieten heute in der Re-
gel keine PCR Multiplex-Panels zur Ab-
klarung von Pneumonien an. Die
Erkldrung dafiir liegt analog der dort
gebrauchlichen Durchfalldiagnostik in
gezielten Einzeluntersuchungen. Zu-
dem sind die Panels fiir im Spital erwor-
bene nosokomiale Pneumonien fiir
Problemkeime zu wenig breit angelegt.
Gemédfs miindlichen Stichproben in
Kantonsspitalern folgen diese entweder
den Prinzipien der Universitédtsinstitute
oder den Privatlabors.
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Tabelle 5 Multiplex PCR-Panels zur STI-Abklarung, diagnostisches Industrieangebot
Legende: Ein Punkt (+) entspricht einer Spezies beziehungsweise einem Subtyp, ein Rahmen = 1 Panel

STI BD-Max | BioFire | Cepheid | cLarT | f2st | Lumi- | Patho | o . . | Seege-
Track nex finder ne

Chlamydia trachomatis D . . . o .
Neisseria gonorrhoeae . o o . . .

c Candida spp. CYYYY YY)

L

£ Haemophilus ducreyi .

; Treponema pallidum .

v

'§ Mycoplasma genitalium . . . J .

E’ Mycoplasma hominis D . .

Ureaplasma parvum . . .
Ureaplasma urealyticum . . . .
Gardnerella vaginalis .

< | Herpes Simplex Virus 1 (HSV1) o . .

(5]

> | Herpes Simplex Virus 2 (HSV2) . . .

c

£

2 Trichomonas vaginalis o . . . . .

©

a

Tabelle 6 PCR-Multiplex Kit-Panels zur STI-Abklarung, diagnostisches Angebot von Privatlaboren
Legende: Ein Punkt («) entspricht einer Spezies beziehungsweise einem Subtyp, ein Rahmen = 1 Panel

Taxpunkte (= CHF)
Analysenliste fiir . < < 2 ~ = v
=T Kultur Antigen PCR 2|1 8| 8|8 |23|23]|s
ultur Antigen G ] L ] G G g
negativ positiv
Chlamydia trachomatis o . . . . . .
190 190
Neisseria gonorrhoeae 3 . D . . . o
Candida spp. 22 70
=
& Haemophilus ducreyi
£ 180 180
+ Treponema pallidum
c
'% Mycoplasma genitalium . . . . .
s
E Mycoplasma hominis o o . . .
230 230
Ureaplasma parvum . . .
Ureaplasma urealyticum . o . o o
Gardnerella vaginalis 22 70
s Herpes Simplex Virus 1 (HSV1) 180 180 .
> Herpes Simplex Virus 2 (HSV2) 180 180 . o
=
2
© Trichomonas vaginalis . o . . .
<
(&%
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Tabelle 7 Multiplex PCR-Panels zur Meningitis-Abklarung, diagnostisches Industrieangebot
Legende: Ein Punkt («) entspricht einer Spezies beziehungsweise einem Subtyp, ein Rahmen = 1 Panel

Meningitis

BD-Max | BioFire | Cepheid | CLART

Fast
Track

Luminex Sacace | Seegene

Patho
finder

Streptococcus
pneumoniae

Neisseria
meningitidis
Haemophilus

influenzae

Listeria mono-
cytogenes

Group B Strepto-
coccus

Bakterien + Hefen

E. coli

Cryptococcus
neoformans/gattii

CMV (HHV5)
(CE0086)

EBV (HHV4)
Enterovirus

Herpes simplex
HSV-1+HSV 2

Human herpes-
virus HHV6

Viren

Mumps
Parechovirus

Varizella zoster
virus VZV
(HHV3)

Sexuell Uibertragbare
Infektionen (STI)

Sexuell iibertragbare Infektionen (Se-
xually transmitted infections = STI)
nehmen weltweit zu. Gonokokken-
Infektionen sind bei 10 % der Manner
und bei 50% der Frauen asympto-
matisch. Die Symptomatologie von
Chlamydien-Infektionen ist noch dis-
kreter. Die Diagnostik von STI be-
schrankt sich in der Routine meist auf
den Nachweis von Chlamydia tracho-
matis und Neisseria gonorrhoeae mit-
tels PCR und ldsst andere mogliche
Ursachen aufler Acht. Tatsédchlich ist
die Symptomatik einer Urethritis,
Salpingitis, Adnexitis, Bartholinitis
und andere auch mit anderen Keimen
wie Mycoplasmen, Ureaplasmen, Tri-
chomonaden vereinbar. In Tabelle 5

und Tabelle 6 ist das Angebot der
Industrie, beziehungsweise der Privat-
labore dargestellt. In Universitatsspi-
télern scheint die Multiplex PCR fiir
STI nicht angewendet zu werden.

Die simultane Diagnostik mit einer
Multiplex PCR in einem Abstrich oder
einem Erststrahlurin ersetzt in den
Privatlaboren mehr und mehr die
traditionellen Kulturverfahren. Aller-
dings muss bei positiver Multiplex-
PCR fiir Neisseria gonorrhoeae aus
therapeutischen und epidemiologi-
schen Griinden auch eine Kultur mit
Antibiogramm angelegt werden. In
Zukunft koénnten diese STI-Panels
mehr zielgerichtet zum Beispiel fiir
Genitalulkus (Herpes simplex 1/2,
Chlamydia  trachomatis  Lympho-
granuloma venereum, Haemophilius
ducreyi und Treponema pallidum)

Vaginosis und andere ausgerichtet
werden.

Meningitis

Die Meningitis ist ein medizinischer
Notfall, welcher besonders bei bakte-
rieller Ursache keine Verzégerung der
Therapie erlaubt. Eine empirische
Antibiotikatherapie wird deshalb oft
schon vor der Lumbalpunktion einge-
leitet, was den kulturellen Nachweis
bisweilen verunmoglicht. Die Multi-
plex PCR fiir Liquordiagnostik erlaubt
hier dank der Untersuchung von DNA
auch den Nachweis abgetoteter Kei-
me. Die von der Industrie angebote-
nen Panels erlauben die klare Unter-
scheidung bakterieller und viraler
Meningitiden (Tabelle 7). In offentli-



https://econtent.hogrefe.com/doi/pdf/10.1024/0040-5930/a000647 - Wednesday, May 01, 2024 3:50:27 PM - IP Address:3.19.31.73

Therapeutische Umschau 2015; 72 (2): 77—-85

chen und privaten Labors steht dieses
Angebot meist noch nicht zur Verfii-
gung, sollte aber in naher Zukunft ein-
gefiihrt werden.

Konklusion

Die Liste von mdglichen sinnvollen Ein-
satzgebieten fiir Multiplex PCR lief3e
sich noch weiterfithren und ist ldngst
nicht abschlieflend, wiirde aber den
Rahmen dieser Arbeit sprengen. Die
Starke der Multiplex PCR liegt in der ra-
schen Verfiigbarkeit einer breiten An-
zahl von entscheidenden Informatio-
nen. Die Qualitdt der Information geht
weit Uber die kultivierbare Spezies-
grenze hinaus und beinhaltet wich-
tige Charakteristika. Diese komplexe
Information erlaubt eine grof3e differen-
tialdiagnostische  Eingrenzung und
somit ein verkiirztes zielgerichtetes
Vorgehen im Abklarungsgang von klini-
schen Fragestellungen. Der geschickte
Einsatz dieser Technologie unter an-
derem in Kombination mit kulturba-
sierten Verfahren wird in absehbarer
Zeit ein Differenzierungsmerkmal unter
den verschiedenen Anbietern ausma-

chen. Mittels geschlossener PCR-Syste-
me wird sich die Multiplex PCR Analytik
in Zukunft weiter dezentralisieren, um
schnelle klinische Entscheidungen den
Patienten zugénglich zu machen.

Do Multiplex PCR techniques displace
classical cultures in microbiology?
Multiplex PCR technologies progres-
sively find their way in clinical micro-
biology. This technique allows the si-
multaneous amplification of multiple
DNA targets in a single test run for the
identification of pathogens up to the
species level. Various pathogens of in-
fectious diseases can be detected by a
symptom-oriented approach clearly
and quickly with high reliability. Es-
sentially multiplex PCR panels are
available for clarification of gastroin-
testinal, respiratory, sexually transmit-
ted infections and meningitis. Today's
offer from industry, university hospitals
and large private laboratories of Swit-
zerland is tabulated and commented.
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