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Vorwort

Team der Abteilung Mikrobiologie Labor Dr. Limbach und Kollegen

Dieser kurze Uberblick tiber die korrekte Materialabnahme fiir die bakteriologische Diagnostik soll
im Krankenhaus und in der Praxis zur schnellen Orientierung dienen.

Die Ausfiihrungen basieren im Wesentlichen auf den Verfahrensrichtlinien der Deutschen Gesell-
schaft fir Hygiene und Mikrobiologie (DGHM), wie sie in den Qualitatsstandards (MiQ) nieder-
gelegt sind, und auf den Empfehlungen der American Society for Microbiology (ASM), die in den
,Cumitech’, dem ,Clinical Microbiology Procedures Handbook” und im ,Manual of Clinical Micro-
biology” nachzulesen sind.

Gelegentlich sind die Empfehlungen der beiden Gesellschaften (DGHM und ASM) nicht deckungs-
gleich, hierauf wird im Text entsprechend hingewiesen. Fiir spezielle Fragestellungen stehen
separate Laborinformationen zur Verfligung: z.B. fir MRSA, MRSA-PCR-Direktnachweis, cMRSA,
Abnahme Blutkulturen, Noro-Virus, Clostridium difficile-assoziierte Erkrankungen und andere Enteri-
tis-Erreger, VRE (Vancomycin-resistente Enterokokken), B-Streptokokken (GBS) in der Schwanger-
schaft, Tuberkulose, Helicobacter pylori-Diagnostik, Influenza, MRGN.

WICHTIGER HINWEIS: Die Laborinformationen sind auf unserer website www.labor-limbach.de
einzusehen.

Dr. R. Schwarz

Heidelberg, im Januar 2018




Allgemeine Hinweise

Untersuchungsmaterial zum Erregernachweis sollte moglichst gezielt vom Infektionsort und
moglichst ohne Kontamination entnommen werden. Diagnostisch ideal ist Material, das direkt aus
physiologischerweise sterilen Kérperbereichen entnommen werden kann. Die Probe sollte, wenn
moglich, vor Beginn einer antibiotischen Therapie entnommen werden. Mehrmalige Entnahmen
erhohen die diagnostische Sicherheit.

Nach Entnahme mit sterilem Besteck ist das Material nativ in einem sterilen Gefal3 oder ggf. in
einem speziellen Transportmedium einzusenden. Entnahme- und Versandbestecke werden von
uns zur Verfligung gestellt.

Folgende Punkte bitten wir auf dem Anforderungsblatt (s. Abb. S. 54) zu vermerken:

Art der Patientenprobe

Entnahmezeitpunkt: Datum und Uhrzeit

klinische (Verdachts-) Diagnose, Symptomatik in Stichworten
Vorbehandlung: Angaben zur antimikrobiellen Therapie

Grunderkrankung (z.B. Karzinomerkrankung, Immunsuppression)
Umgebungs-, Reiseanamnese

gewlinschte Untersuchung

falls telefonische Kontaktaufnahme gewiinscht: Tel.-Nr. und Ansprechpartner

Untersuchungsauftrag

Pathogene Keime mit Resistenzbestimmung: Die Probe wird mittels Mikroskopie (sofern geeigne-
tes Material) und Kultur untersucht. Bei Wachstum pathogener Keime erfolgt eine Keimdifferen-
zierung und ein Antibiogramm.

Ausdriicklich anzufordernde spezielle Untersuchungen
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Lagerung des Untersuchungsmaterials
Detaillierte Informationen sind der Tabelle auf Seite 53 zu entnehmen.
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1.1 Blutkulturen
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Blutkulturmedien: aerobe und anaerobe Flasche sowie Flasche zur Abnahme bei Kindern (Peds Plus™)

Indikationen

B Klinische Kriterien flr eine Sepsis, eine schwere Sepsis oder einen septischen Schock

B Verdacht einer systemischen Beteiligung bei einer lokalisierten Infektion (z.B. eitrige
Meningitis, schwere Pneumonie, Epiglottitis, komplizierte Pyelonephritis, Osteomyelitis,
Mastoiditis, Spondylodiszitis, eitrige Arthritis, Cholangitis, viszerale Abszesse, schwere Haut-
und Weichteilinfektionen, Omphalitis bei Neugeborenen)

B Verdacht auf eine zyklische Infektionskrankheit wie z.B. Typhus oder Brucellose

B Verdacht auf Bakteridamie, Fungdamie im Rahmen einer subakuten Endokarditis oder einer
katheterassoziierten Infektion

W Fieber unklarer Genese (,FUO")

Entnahmezeitpunkt

Es ist unpraktikabel, den Entnahmezeitpunkt vom Zeitpunkt des Fieberbeginns abhangig zu
machen. In der klinischen Praxis wird empfohlen, Blutkulturen unmittelbar bei Auftreten einer
auf eine Sepsis hindeutenden klinischen Symptomatik zu entnehmen.

B Entnahme vor Antibiotikatherapie dringend empfohlen.




Entnahmeort

In der Regel eine periphere Vene. Eine arterielle Blutentnahme bringt keine Vorteile. Es gibt
Hinweise, dass die Sensitivitat und Spezifitat einer arteriell entnommenen Blutkultur im Vergleich
zu einer periphervendsen Entnahme vermindert ist. Daher sollte eine arterielle Blutkultur mit
mindestens einer weiteren Blutkultur von einer anderen Punktionsstelle kombiniert werden. Eine
Untersuchung von Knochenmark ist bei V.a. Brucellose oder Typhus eine zusatzliche Nachweis-
moglichkeit.

Entnahmetechnik

Hygienische Handedesinfektion; Einwirkzeit 30 sek.

Punktionsstelle (ca. 5 x 5 cm) mit einem Tupfer mit VAH-gelistetem Hautdesinfektionsmittel
desinfizieren. Auf vollstandige Benetzung des Hautareals achten.

Vene vor Punktion nicht erneut palpieren. Falls eine erneute Palpation erforderlich ist:
sterile Handschuhe tragen.

Die Venenpunktion erfolgt erst nach vollstandiger Trocknung des Desinfektionsmittels.

Anzahl der Blutkulturen

Primare Bakteriamie/Sepsis: 2 (-3) Blutentnahmen in rascher Folge. Es gibt keine Literatur
zu bestimmten Zeitintervallen bei der Blutkulturabnahme. Die ASM (American Society of
Microbiology) lasst sogar

3 Blutkulturen aus einer Venenpunktion bei dringenden Fallen zu.

Unklares Fieber/Endokarditis: 24 Stunden spater evtl. erneute Abnahme von 2 (3) Blut-
kulturen.

Differential Time to Positivity (DTP)
B BeiVerdacht auf eine Katheter-assoziierte Infektion kann die Bestimmung der DTP durch-

gefuihrt werden. Hierflir miissen dem Patienten parallel zwei Blutkulturpaare (aerob und
anaerob) abgenommen werden: ein Paar aus dem zentralen Katheter und ein Paar aus einer
peripheren Vene.

Wird die aus dem zentralen Katheter entnommene Blutkultur > 2 Stunden friiher positiv als die
peripher entnommene, so ist dies ein Hinweis auf eine katheterassoziierte Infektion.

Bitte auf dem Einsendeschein ,Differential Time to Positivity” vermerken und den Abnahme-
ort auf den Blutkulturflaschen eindeutig kennzeichnen.




Blutvolumen

Die Chance der Erregerisolierung steigt mit der eingesetzten Blutmenge (Anstieg der
Positivrate um 3-5% pro ml Blut).

Erwachsene: 8 - 10 ml Blut pro Flasche werden empfohlen.

Frih- und Neugeborene: mindestens 0,5 ml Blut in die padiatrische Blutkulturflasche (Peds
Plus™) geben. Friih- und Neugeborene haben bei einer Sepsis in der Regel eine

10-fach héhere Bakterienkonzentration im Blut als Erwachsene.

Kinder: Kinder unter 20 kg Kérpergewicht gewichtsabhangig 1 — 10 ml Blut. Bis zu 3 mlin
die Peds Plus™-Flasche geben, bei gro3eren Blutmengen die aerobe und anaerobe Flasche
beimpfen. Bei Kindern Uber 6 Jahren und einem Gewicht > 20 kg sollen die fiir Erwachsene
Ublichen Blutkulturen mit je 5 ml Blut beimpft werden.

Beimpfung der Blutkulturflaschen

Entnahme mit der Spritze oder mit geschlossenen Systemen (z.B. Butterfly + Bactec-Holder)
Plastikkappe entfernen.

Gummistopfen mit Hautdesinfektionsmittel desinfizieren.

Bei Entnahme mit der Spritze zuerst anaerobe Flasche (gelbe Fassung), dann aerobe Flasche
(blaue Fassung) beimpfen.

Bei Entnahme mit geschlossenem System zuerst aerobe Flasche, dann die anaerobe

Flasche beimpfen.

Uber das Wechseln der Nadel vor Beimpfung der Blutkulturflasche existieren unterschiedliche
Literaturangaben. Auf Grund der Verletzungsgefahr wird dies nicht mehr empfohlen.
Flaschen nicht beliften.

Bei Verdacht auf Fungamie kann eine zusatzliche Beimpfung einer speziellen Mycosis-Flasche
erfolgen.

Die Beimpfung der Blutkulturmedien mit primar sterilen Materialien (z.B. CAPD, Liquor,
Gelenkpunktaten erfolgt nach dem gleichen Schema).

AnschlieBend die Blutkulturflaschen leicht schwenken.

Lagerung und Transport der Blutkulturflaschen

Die Lagerung der von uns zur Verfligung gestellten Blutkulturflaschen der Firma Becton
Dickinson erfolgt vor der Blutentnahme bei Raumtemperatur.

Nach der Blutentnahme mussen die Flaschen ebenfalls bis zur Abholun,g bei Raumtemperatur
gelagert werden (max. 48 h). Idealerweise sollte das Zeitfenster bis zu 20 h nicht tiberschritten
werden. Falls vorhanden, kénnen die Blutkulturen in einen Brutschrank gestellt werden, dies
muss aber unbedingt auf den Flaschen vermerkt werden.

Begleitinformation
Neben den liblichen Angaben bitte stets angeben

Entnahmeort (periphere Vene, ZVK, Port etc.)
Verdachtsdiagnose

Telefonische Durchwahl des Einsenders
Aktuelle antibiotische Therapie




1.2 Katheterspitzen

Steriles Rohrchen

GefaBBkatheterspitzen

B Insertionsstelle desinfizieren, Katheter ziehen, Spitze (ca. 4—6 cm) abschneiden und in ein
steriles Rohrchen geben. Bei der Anlage ist eine semiquantitative Aussage lber die Kolonie-
zahl nach Maki mdéglich. Bitte dies auf dem Schein vermerken.

B Bitte die Katheterspitzen nicht im Abstrichrohrchen einsenden, da hier bei der Anlage der
Katheterspitze eine hohe Kontaminationsgefahr besteht.




1

.3 Liquor-Proben

Steriles Blutkulturflasche
Rohrchen Peds Plus™

Liquor-Proben

Liquorentnahme muss unter streng aseptischen Kautelen erfolgen. Zur Vermeidung

einer Kontamination empfehlen wir einen Mund-Nasenschutz zu tragen sowie ein steriles

Abdecktuch und sterile Handschuhe zu verwenden.

Punktionsstelle sorgfaltig desinfizieren, Einwirkzeit des Hautdesinfektionsmittels beachten (in

Abhangigkeit vom verwendeten Praparat 2—-10 min)

Ca. 1-2 mlin eine Blutkulturflasche geben

(am besten geeignet sind Peds Plus™-Flaschen = Padiatrische Blutkulturflaschen).

Mindestens 1 ml Nativ-Liquor zusatzlich einsenden. Folgende Untersuchungen werden aus

dem Nativliquor durchgefiihrt:

- Mikroskopie (Gramfarbung)

- Liquor-Multiplex-PCR

- Molekularbiologie (PCR) zum spezifischen Nachweis von Meningokokken, Pneumokokken,
Pilzen, Listerien, M. tuberculosis-Komplex, T. whipplei, Nachweis von universeller Bakterien-
oder Pilz-DNA.

Zusatzlich empfiehlt sich bereits im Kliniklabor eine sofortige mikroskopische Untersuchung

(Grampraparat), ggf. kann das Praparat zur Nachbeurteilung mit eingesandt werden.
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Bei V.a. infektidose Meningitis /Enzephalitis kann aus 1,5 ml nativem Liquor eine Multiplex-PCR
durchgefiihrt werden, welche folgende Erreger umfasst:
- Escherichia coli K1

- Haemophilus influenzae

— Listeria monocytogenes

- Neisseria meningitidis

- Streptococcus agalactiae

- Streptococcus pneumoniae

- Cytomegalovirus (CMV)

- Enterovirus

- Epstein-Barr Virus (EBV)

— Herpes simplex Virus 1 (HSV-1)

— Herpes simplex Virus 2 (HSV-2)

- Humanes Herpesvirus 6 (HHV6)

- Humanes Parechovirus

— Varicella zoster Virus (VZV)

- Cryptococcus gattii

- Cryptococcus neoformans

Bis zur Abholung der Proben Liquor-Blutkulturflaschen im Brutschrank aufbewahren.

Falls kein Brutschrank vorhanden ist, konnen die Flaschen notfalls auch bei Raumtemperatur
belassen werden. Die Vorbebriitung auf der Flasche und dem Uberweisungsschein vermerken.
Hinweis: Bei Vorliegen eines septischen Krankheitsbildes empfiehlt sich die zusatzliche
Entnahme von Blutkulturen.

In dringenden Fallen bitte telefonische Ankiindigung der Probe unter

Tel.06221/3432-125
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4 Sekrete der oberen und tiefen Luftwege
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Sputumrohrchen
mit Umverpackung

Sekrete der oberen und tiefen Luftwege

Das Sekret der tiefen Atemwege wird bei der Gewinnung als Sputum zwangslaufig mit der
Mund-Rachenflora kontaminiert. Diagnostisch tiberlegen und auch zum Nachweis von speziellen
Erregern (Legionellen, Mykoplasmen, Chlamydien, Pneumocystis jirovecii) geeignet sind Tracheal-
und Bronchialsekret, wenn es gezielt bronchoskopisch oder mittels geschitzter Blirste entnom-
men wird.

Zur Diagnostik einer akuten Pneumonie wird auBerdem die Abnahme von zwei Blutkulturen
(zwei mal zwei Flaschen) empfohlen.

Sputum

Ideal ist eitriges Morgensputum

Vor der Expektoration Zdhne putzen und Mund mit frischem Leitungswasser spuilen

(bei Untersuchung auf Mykobakterien keine Mundspulung).

Das Material sollte hochgehustet werden. Die Patienten miissen entsprechend aufgeklart werden.
Gelingt es nicht, eine entsprechende Probe zu entnehmen, kann mit Inhalation von 15 9% NaCl
oder mit Mucolytika ein induziertes Sputum gewonnen werden.

Fir die Proben entsprechende Gefa3e mit Umhiillung verwenden. Bis zum Transport bei 4-8 °C
lagern.

Trotz optimaler Probenentnahme ist es wegen der regelmaligen Speichelbeimengungen oft
schwierig, aussagekraftige Befunde zu erheben. Die Mikroskopie ermdglicht eine

Beurteilung der Qualitat der Sputumprobe.

Gut geeignete Proben sollten weniger als 10 Plattenepithelzellen und mehr als 25 Leukozyten
pro Gesichtsfeld enthalten.
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Die Beurteilung der Mikroskopie erfolgt anhand der im Folgenden dargestellten Kriterien:

Gruppennummer Anzahl/Gesichtsfeld”
Granulozyten Plattenepithelzellen

6 <25 <25

5 >25 <10

4 >25 10-25

3 >25 > 25

2 10-25 > 25

1 <25 > 25

Wertung

bedingt geeignetes
Material, z.B. bei einem
neutropenischen Patienten

am besten geeignetes
Material

geeignetes Material

bedingt geeignetes
Material

nicht geeignetes Material

nicht geeignetes Material

a) VergroBerung 100-fach, mindestens 5 Gesichtsfelder beurteilen.

B Ausnahmen bei der Beurteilung des Sputums sind Immundefekt, Mucoviszidose, Legionellose,

Tuberkulose und epidemiologische Fragestellungen.
B Nicht geeignet ist 24-Stunden-Sammelsputum.

B Die Diagnose ,Aspirationspneumonie” sollte unbedingt vermerkt werden. Hierbei erfolgt
zusatzlich eine Untersuchung auf anaerob wachsende Bakterien. Flr diese Fragestellung ist

BAL-Flussigkeit oder eine Biopsie am besten geeignet.

B Die Diagnose Mucoviszidose sollte zusatzlich vermerkt werden. Es erfolgt eine gesonderte
Untersuchung (quantitative Befundung der angeziichteten Keime, Verwendung von Selektivme-
dien zum Nachweis von Burkholderia cepacia, Beurteilung der Pseudomonas-Wachstumsmor-
phologie z.B. schleimige Kolonieformen, Resistenztestung aller relevanten Erreger).
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Tracheal-/Bronchialsekret

Auch hier ist eine oropharyngeale Kontamination nicht zu vermeiden, da die Trachea nach kurzer
Zeit der Beatmung mit oropharyngealer Standortflora besiedelt ist.

Materialgewinnung mit dem Absaugkatheter

B Unter sterilen Kautelen absaugen und Sekret in Probengefal3 GUberfuihren oder die entspre-
chenden GefaBe (,Falle”) einschicken (Umhiillung verwenden). Bitte auf sicheren und
ausflussdichten Verschluss des Gefd3es achten!

B Eventuell Absaugkatheter abschneiden und im sterilen Gefal3 einschicken.

B Bis zum Transport bei 4-8 °C lagern.

Bronchoskopische Materialgewinnung

B Sekret Giber Bronchoskop aspirieren.

B Bronchoalveoldre Lavage (BAL)
5-10 ml Flussigkeit einschicken, bei Verdacht auf eine Legionelleninfektion mit
Ringer-Laktat lavagieren, da NaCl bakterizid auf diese Erreger wirkt.

B Geschitzte Bronchialburste (PSB: protected specimen brush).
In 1-2 ml Ringer-Laktat einsenden.

B Bis zum Transport bei 4-8 °C lagern.

14



Gezielte Erregernachweise bei Infektion der Atemwege

Molekularbiologisches Labor — Real-time-PCR

Einige Erreger sind nicht in der Anforderung,pathogene Keime"” enthalten und miissen gezielt
angefordert werden.

B Die Untersuchung auf Nocardien, Actinomyceten oder Pilze muss gesondert angefordert werden.
B Fir folgende Erreger wird eine molekularbiologische Untersuchung (z.B. PCR) angeboten:

Chlamydophila pneumoniae, Cytomegalie Virus (CMV), Cryptococcus neoformans, Legionel-
la pneumophila, Mycoplasma pneumoniae, Pneumocystis jirovecii, RS Virus, Influenza-Viren
A+B, Schweinegrippe (Influenza A/H1N1), Vogelgrippe (Influenza A/H5N1), Mycobacterium
tuberculosis, MOTT (Mycobacteria other than tuberculosis).

Fur die Influenza-Viren A+B wird eine PCR durchgefihrt, die alle relevanten Typen erfasst.

Fur Atemwegsinfektionen kann eine Multiplex-PCR durchgefiihrt werden. Diese detektiert
folgende Erreger: Influenzavirus A, Influenzavirus B, Humanes Respiratorisches Synzytialvirus
A/B (RSV) Parainfluenza (1/2/3/4), Rhinovirus (A/B/ C), Enterovirus, Metapneumovirus,
Coronavirus (NL63, OC43, 229E) Adenovirus, Humanes Bocavirus (1/2/3/4), Streptococcus
pneumoniae, Haemophilus influenzae, Chlamydophila pneumoniae, Mycoplasma pneumoni-
ae, Legionella pneumophila, Bordetella pertussis, Bordetella parapertussis

Auf Wunsch kann auch eine Subtypisierung zum spezifischen Nachweis von Schweinegrippe
(Influenza A/H1N1) oder Vogelgrippe (Influenza A/H5N1) erfolgen. Bei entsprechender
epidemiologischer Situation erfolgt eine schnellstmdgliche Etablierung entsprechender Nach-
weismethoden fir die aktuell zirkulierenden Typen.

Weitere Hinweise zur molekularbiologischen Diagnostik bei Atemwegsinfektionen siehe Tabelle
3.1, 3.5, 3.6 (Seite 42 -44). Zur serologischen Diagnostik siehe Tabelle 4.1 (Seite 45).
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1.5 Rachenabstrich, Nasenabstrich, Ohrabstrich

eSwab™-Abstrich fir Kultur- und PCR-Untersuchung

Lagerung bis zur Abholung

Die Proben in eSwab™)-Abstrichtupfer sollen bis zur Abholung gekiihlt (Kiihlschrank, 4-8°C) gela-
gert werden. Nach neuesten Untersuchungen ist hierbei die Wiederfindungsrate auch empfindlicher
Erreger am besten gewahrleistet.

Rachenabstrich

Allgemeine Bakteriologie:

Mit dem Tupfer die entziindeten Stellen der Tonsillen und der hinteren Rachenwand mit kraftigem
Abdriicken abnehmen und in das Transportmedium einflihren.

Hamolysierende Streptokokken:
Abnahme wie bei der allgemeinen Bakteriologie. Ein Antigen-Schnelltest ist moglich

Verdacht auf Angina Plaut-Vincent:
Auf dem Begleitschein extra vermerken. Am besten mit einem 2. Tupfer einen Objekttrager
ausstreichen und luftgetrocknet einschicken.

Verdacht auf Diphtherie:
Auf dem Begleitschein extra vermerken. Sekret unter der abgehobenen Pseudomembran oder
ggf. vom Kehlkopf entnehmen. Labor vorher telefonisch benachrichtigen Tel. 06221-3432-125.
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Nasenabstrich
Unter Sicht von den entzlindeten Stellen mit dem Tupfer abnehmen (Tupfer zuvor mit steriler
Kochsalzlésung anfeuchten) und in das Transportmedium einfiihren.
B Nasopharyngealabstrich bei Verdacht auf Pertussis:
PCR-Diagnostik: Die Sensitivitat ist der kulturellen Anlage deutlich Giberlegen, die Spezifitat
betragt 98 %.
Kultur: Tupfer unter Sicht bis zum Nasopharynx vorschieben, mehrfach drehen und im
Transportmedium einschicken. Die Untersuchung mittels PCR ist sensitiver und schneller.
B MRSA-Diagnostik: siehe S. 36

Ohrabstriche, Nasennebenhdhlen
Tupferabstrich unter Sicht von den Lasionen oder vom Exsudat entnehmen und im Transportmedium
einsenden. Spuilflissigkeit nativ im sterilen Rohrchen einsenden.
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1.6 Wundabstriche, Gewebe, Punktate

13
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eSwab™-Abstrich fur Steriles Grof3es steriles Steriles Proben-
Kultur- R6hrchen Réhrchen (30 ml) gefal3 (100 ml)
und PCR-Untersuchung fur primar sterile

Materialien
Klinische Angaben

Bei Wundinfektionen sollte auf dem Uberweisungsschein folgendes vermerkt werden:
B Art der Materialentnahme z.B. intraoperativ
B Artder Wunde
- Chirurgische Wundinfektion
- Akute Wundinfektion (Abszesse, traumatische Wunden, nekrotisierende Entziindungen)
- Bisswunde
- Verbrennungswunden
- Decubitus-Wunde
- Diabetische Wundinfektionen inclusive Klassifikation nach Armstrong/Wagner
(bitte auf Anforderungsschein vermerken)

Klassifikation der diabetischen Ulzera nach Wagner und Armstrong

0 1 2 3 4 5
pra- oder post- Oberflachliche Wunde bis Wunde bis Nekrose Nekrose
A ulcerativer FuB Wunden Sehnen/Kapsel Knochen/Gelenk  FufBteile gesamter Ful3
Infektion Infektion Infektion Infektion Infektion Infektion
c Ischéamie Ischamie Ischamie Ischamie Ischamie Ischamie
Infektion + Infektion + Infektion + Infektion + Infektion + Infektion +
D Ischamie Ischamie Ischamie Ischamie Ischamie Ischamie

Tabelle: Deutsches Arzteblatt, Jg. 108, Heft 14, 8. April 2011, Seite 234

B. Kahle et al.: Evidenzbasierte Therapie chronischer Beinulzera (Evidence-Based Treatment of Chronic Leg Ulcers)
Dtsch Arztebl Int 2011; 108(14): 231-7

S3-Leitlinie 091-001 ,Lokaltherapie chronischer Wunden bei den Risiken CVI, PAVK und Diabetes mellitus”
Deutsche Gesellschaft fir Wundheilung und Wundbehandlung e.V., 12.06.2012
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Punktate aus primar sterilen Kdrperhdhlen

(Gelenke, Pleura, Pericard, Peritoneum)

Bei Wundinfektionen sollte auf dem Uberweisungsschein folgendes vermerkt werden:

B Die Punktion muss unter streng aseptischen Kautelen vorgenommen werden.

B In Abhdngigkeit vom verfligbaren Materialvolumen entweder 2 Blutkulturflaschen beimpfen
(aerob und anaerob jeweils 8— 10 ml) oder eine Peds Plus™ mit 0,5-5 ml beimpfen. Genaues
Prozedere: siehe Blutkulturen (Seite 6).

B Ein Teil des Punktats sollte wenn mdglich nativ eingesandt werden, um eine Mikroskopie
durchzufiihren.

B Blutkulturflaschen bis zum Transport bei Raumtemperatur aufbewahren.

Hinweis: Abstriche von Punktaten sind im Vergleich deutlich weniger sensitiv als Punktate in Blut-
kulturflaschen oder nativ eingesandte Punktate. Daher bitte wenn moglich keine Abstriche von
Punktaten einsenden.

CAPD (kontinuierliche ambulante Peritoneal-Dialyse)

Zwei Blutkulturflaschen (aerob und anaerob) mit je 8— 10 ml Fliissigkeit beimpfen. Nur falls nicht
soviel Material verfligbar ist alternativ eine Peds Plus™-Flasche mit 0,5 -5 ml beimpfen. Erst bei
einer Leukozytenzahl von mehr als 100 pro ml CAPD-Flissigkeit ist eine Bakterienkultur Erfolg ver-
sprechend. Zusatzlich empfehlen wir die Entnahme von 2 x 25 ml CAPD-Dialysat in sterilen 30 ml-
Rohrchen (siehe obenstehendes Bild). Aus dem Nativmaterial werden mittels Zellzahlautomaten
die Leukozytenzahl und auch der prozentuale Anteil an Eosinophilen untersucht.

& 3 5 38
\l\l\\ll\\ll\\\\‘\l\lll\lll
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o

x

Grol3es steriles Aerobe und anaerobe Blutkulturflasche
Rohrchen (30 ml) fur CAPD-Dialysat
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Periprothetische Infektionen

28
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1. Wahl fiir Gewebeproben bei V.a.
Protheseninfektionen: FUnf sterile Rohr- Grol3es steriles Aerobe und anaerobe Blutkulturflasche
chen (10 ml) in steriler Umverpackung Rohrchen (30 ml) flr Gelenkpunktate

fir die empfohlene Mehrfachentnahme

Probenentnahme

Bei der Probenentnahme ist vorrangig auf die strikte Einhaltung der hygienischen Anforderungen
zu achten

Moglichst keine oberflachlichen Abstriche einsenden. Die Aussagekraft von Abstrichen ist in
der Regel der von Punktaten oder Geweben unterlegen

Biopsien, Punktate

Essenziell ist die kulturelle Diagnostik von intraoperativ entnommenem Gewebe, ggf. von
Implantatmaterial. Bei klinischem Verdacht auf eine bakterielle Arthritis kann auch Gelenk-
punktat eingeschickt werden

Multiple Patientenproben

Grundsatzlich sollte stets eine ausreichende Menge an Gewebe bzw. Flissigkeit zur mikrobio-
logischen Diagnostik eingesandt werden. Die Untersuchung multipler Materialien aus unter-
schiedlichen Abschnitten des infizierten Bereichs ist unbedingt anzustreben. In der Regel wird
die Entnahme von mindestens 3, besser 5 Biopsien empfohlen, um die Sensitivitdt zu erhéhen
und die Unterscheidung zwischen kontaminierenden und pathogenen Keimen zu erméglichen.
Das Untersuchungsmaterial sollte bereits bei der Entnahme so dimensioniert werden, dass es
in gebrauchlichen TransportgefaBen (siehe Abbildungen oben) transportiert und anschlieBend
homogenisiert werden kann.

Native Gelenkpunktate haben eine wesentlich h6here Aussagekraft als Punktatabstriche. Sie
kdnnen direkt in Blutkulturflaschen gegeben werden (aerob und anaerob jeweils 8- 10 ml). Falls
nicht soviel Material verfligbar ist stattdessen eine Peds Plus™-Flasche mit 0,5-5 ml beimpfen.
Blutkulturen bei Verdacht auf hamatogene Osteomyelitis

Keine Antibiotikatherapie vor Probennahme

Der Beginn der antimikrobiellen Therapie sollte — sofern klinisch vertretbar - bis zur Gewin-
nung adaquaten Untersuchungsmaterials verschoben werden. Falls eine Antibiotikatherapie
bereits eingeleitet wurde, sollte moglichst eine mehrtagige Therapiepause vor erneuter
Probengewinnung erfolgen.
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Abszesse

Perkutane Punktion des Abszesses moglichst vor einer chirurgischen Er6ffnung. Erregerhaltiges
Material wird vor allem in den Randbereichen von Abszessen angetroffen. Material nach Desin-
fektion mit der Spritze entnehmen und in ein eSwab™)-Réhrchen oder in eine Blutkulturflasche
einimpfen.

Echinococcus spp. (Hunde- bzw. Fuchsbandwurm)

B intraoperativabgenommenes Untersuchungsmaterial nativ schnellstmoglich einschicken
B Vorherige telefonische Anmeldung unbedingt erforderlich

B Grundsatzlich auch eine Untersuchung von Serum auf Antikdrper veranlassen

Offene Wunden

B Bei offenen Wunden muss zuerst das oberflachliche, evtl. sekundar besiedelte Sekret mit
einem sterilen Tupfer entfernt werden. Dann wird vom Grund und aus den Randbezirken der
Wunde Material mit einem Tupfer entnommen und im Amies-Transportmedium eingeschickt.
Bei trockenen Wunden Tupfer mit steriler NaCl-L6sung anfeuchten.

Fistel

Bei Fisteln ist zunachst das oberflachlich austretende Sekret zu entfernen und die Fistel6ffnung
mit Alkohol zu desinfizieren. Dann wird Material aus der Tiefe des Fistelganges entweder mit
einem eingefiihrten diinnen Katheter aspiriert oder mit einer feinen Kirette herausgeschabit.

Intraoperativ entnommenes Material

B Gewebe, Biopsien, Knochenmaterial im eSwab™-Medium einschicken. Der Versand in einem
sterilen Behalter in 1-2 ml steriler 0,9% NaCl-Losung ist ebenfalls mdglich.

B Punktat in eine Blutkulturflasche einspritzen

Falls ein Tupfer verwendet wird (Abstrich), soviel Material wie mdglich entnehmen

B In der Regel erfolgt eine semiquantitative Beurteilung der kulturellen Untersuchung. Ist eine
quantitative Untersuchung gewtinscht, bitten wir um eine entsprechende Information auf dem
Anforderungsschein.

Lagerung und Transport
Die Lagerung von Abstrichmaterial soll bei 4-8 °C erfolgen.
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1.7 Materialien aus dem Urogenitalbereich

I
1

L‘_»l

eSwab™-Abstrich flr Kultur-
und PCR-Untersuchung

Je nach Lokalisation der Genitalinfektion wird beim Mann in erster Linie Urethralsekret, ggf. auch
Prostatasekret oder Ejakulat untersucht. Bei der Frau auf3er Urethral- auch Vaginal- oder Zervixsekret,
ggf. auch operativ entnommener Eiter oder Menstrualblut (Tuberkulose-Diagnostik).

Fir die allgemeine Bakteriologie eSwab™-Abstrichtupfer mit fllissigem Transportmedium
verwenden. Die Sekrete mulssen gezielt aus dem Infektionsbereich, also moglichst ohne Kontami-
nation mit der Normalflora der Genitalschleimhaute gewonnen werden.

Mikroskopie: Bakterielle Vaginose

Ein luftgetrockneter Ausstrich des Vaginalsekretes ist zur mikroskopischen Untersuchung zu emp-
fehlen. Wenn dieser nicht vorliegt, wird ein mikroskopisches Praparat vom Abstrichtupfer angefer-
tigt und nach Nugent, R.P. et al. beurteilt. Aufgrund dieser Beurteilung eriibrigt sich eine zusatzliche
Anlage auf Gardnerella spp. und Anaerobiern.

Urethralsekret

Morgens noch vor der ersten Miktion Material gewinnen. Nach vorsichtiger Reinigung der Harn-
rohrenmiindung (siehe auch Kapitel Urindiagnostik) wird die Harnréhre von hinten nach vorn
ausgestrichen und das austretende Sekret mit einem Abstrichtupfer aufgenommen. Erscheint kein
Sekret, wird ein Tupfer vorsichtig ca. 2 cm in die Urethra vorgeschoben und langsam gedreht.
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Prostatasekret

Nach Reinigung der Harnrohrenmiindung wird die Prostata vom Rektum aus massiert und
das ausflieBende Exprimat im sterilen Gefal3, bei kleineren Mengen mit einem Abstrichtupfer,
aufgefangen.

Hinweis: Bei V.a. akute bakterielle Prostatitis ist eine Prostatamassage kontraindiziert.

Zervix-/Vaginalsekret

Wird nach Spekulum-Einstellung gezielt mit einem Abstrichtupfer entnommen (keine Gleitmittel
mit antibakteriellen Zusatzen verwenden!). Bei Endometritis-Verdacht sollte ein durch Doppel-
lumen geschitzter Abstrich erfolgen, um Kontamination mit der Zervikal- oder Vaginalflora zu
vermeiden.

Spezielle Erreger

Neisseria gonorrhoeae (Gonokokken)

eSwab™-Abtrichtupfer, zusatzlich 1-2 Objekttragerausstriche luftgetrocknet, unfixiert und unge-
farbt. FUr eine umfassende Gonokokken-Diagnostik wird die Untersuchung mittels PCR und eine
kulturelle Anlage (Antibiogramm) empfohlen. Beide Untersuchungen kénnen aus einem eSwab™-
Abstrichtupfer durchgefiihrt werden.

Mykoplasmen/Ureaplasmen
Urin oder Abstrichtupfer einsenden, bei gleichzeitiger Anforderung von pathogenen Keimen
2. Abstrichtupfer einsenden.

Trichomonaden
Trichomonaden-Transportbouillon mit Tupfer beimpfen; Transportbouillon bitte im Labor Limbach
unter Tel. 06221/3432-312 oder Fax 06221/3432-212 bestellen.

Treponema pallidum (Lues, Syphilis)
Diagnostik der Wahl: Serologie (Serum-Réhrchen einsenden)

Chlamydien
Cervixabstrich mit Spezialabstrichbesteck fiir molekularbiologische Nachweisverfahren (Copan
MSwab™) entnehmen. Ebenso geeignet ist die erste Portion Morgenurin (5 ml) oder Ejakulat.

Gruppe-B-Streptokokken (Streptococcus agalactiae)
Ein Abstrich (eSwab™)-Tupfer) von der unteren Vagina und Rektum.
Abnahmezeitpunkt: 35-37 SSW im Rahmen des Schwangerschaftsscreenings.
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1.8 Urin

Mittelstrahlurin

Um eine korrekte Keimzahl zu ermitteln, sollte die Urinentnahme friihestens 3 -5 Stunden nach

der letzten Miktion erfolgen; in der Regel ist dies der erste Morgenurin.

Beim Mann: Hande und Vorhaut mit Seife waschen. Vorhaut zurtickziehen, Eichel mit Seife
waschen, mit frischem Wasser spuilen, mit sauberem Tupfer trocknen. Das 1. Urin-
drittel ablaufen lassen, dann — ohne den Harnstrahl zu unterbrechen - 10-20 ml in
sterilem Gefal3 auffangen.

Bei der Frau:  Eventuell Hilfsperson erforderlich. AuBere Genitale und den Damm griindlich mit
Seife waschen, mit Wasser abspuilen. Nach Spreizen der Labien Urethralmiindung
und Umgebung mit 3 feuchten sterilen Tupfern reinigen, mit einem vierten sterilen
Tupfer trocknen. Weiteres Vorgehen wie beim Mann.

Katheterurin

Einmalkatheterurin morgens, bzw. friihestens 3 -5 Stunden nach der letzten Miktion gewinnen.
Wie beim Mittelstrahlurin griindliche Reinigung der Urethralmiindung und Umgebung. 10-20 ml
Katheterurin in sterilem Gefal3 auffangen. Wenn ein Dauerkatheter liegt, Urin direkt aus der zuvor
desinfizierten Katheterentnahmestelle, nicht aus dem Auffangbeutel, entnehmen. Dies ist nur in
Ausnahmefallen indiziert, z.B. bei Patienten mit Querschnittsymptomatik.

Punktionsurin
Die Blase muss gefillt sein. Hautoberflache der suprapubischen Punktionsstelle desinfizieren.
10 =20 ml Urin entnehmen und in ein steriles Gefal3 fullen.

Blasenpunktionsurin besitzt den grof3ten Aussagewert. Unbedingt auf dem Anforderungsblatt
vermerken, da jede Keimzahl als diagnostisch signifikant anzusehen ist. Bei Punktionsurin keinen
Eintauchnahrboden (z.B. Uricult’) verwenden.

Blasenbilharziose (Schistosoma haematobium)

Bei Verdacht auf Blasenegel (Schistosoma haematobium) sind mehrfache Untersuchungen von
Sammelurin empfehlenswert. Die Eiausscheidung ist um die Mittagszeit (10-14 Uhr) und nach
korperlicher Arbeit am hochsten.

Falls der Urin nicht innerhalb von 1-2 Stunden untersucht werden kann, 1 ml ca. 37%-iges
Formalin pro 100 ml Urin zugeben (bitte auf Untersuchungsblatt vermerken).
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Urindiagnostik Transportgefal3e

Urinrohrchen Eintauchnahrboden Urinrohrchen
mit Stabilisator (z.B. Uricult’) ohne Stabilisator

B Urinrohrchen mit Stabilisator (Urine-Boric Acid mit Borsaure fir 10 ml Nativurin)
Die Keimzahl bleibt ca. 48 Stunden konstant. Sollte weniger als 10 ml Urin zu gewinnen sein,
bitte die Rohrchen bis zur 10-ml-Markierung mit steriler NaCl-L6sung aufflillen, da es durch
eine zu hohe Konzentration des Konservierungsmittels evtl. zu einer Schadigung der Bakterien
kommen kann. Dies muss auf dem Uberweisungsschein vermerkt werden. Bis zum Transport
bei 4-8°Clagern.
Untersuchungsanforderung: pathogene Keime und ggf. Resistenzbestimmung

B Eintauchnahrbdden (z.B. Uricult’, Urotube®)
Nahrbodden vollstandig mit Urin benetzen. Im Brutschrank - falls vorhanden - bebriiten,
bis die Proben ins Labor gebracht werden. Bei der Untersuchung ,MRSA-Screening” keinen
Eintauchnahrboden verwenden.
Untersuchungsanforderung: pathogene Keime und ggf. Resistenzbestimmung

B Urinrohrchen ohne Stabilisator
10 ml Urin in sauberem GefaB (z.B. Urinmonovette’) einsenden. Fiir das Sediment grund-
satzlich Gefal3e ohne Stabilisator verwenden, da Stabilisatoren besonders die Ergebnisse der
Durchflusszytometrie verfalschen konnen. Die Anforderung,Urinstatus” umfasst die Bestim-
mung von Leukozyten, spezifischem Gewicht, pH-Wert, Nitrit, Eiweil3, Glucose, Keton, Urobi-
linogen, Bilirubin, Erythrozyten mittels Harnteststreifen. Die Untersuchung ,Urinsediment”
wird mittels Durchflusszytometrie angefertigt und beinhaltet die Bestimmung von Leukozyten,
Erythrozyten, Bakterien, Platten- und Rundepithelien, Zylindern, Kristallen und Hefen.
Untersuchungsanforderung:
— Urinstatus
- Urinsediment
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1.9 Gastroenteritisdiagnostik

Stuhl-Proben

:

Stuhlprobe

Stuhlréhrchen mit Loffel und Umverpackung;
Bitte maximale und minimale Fillhohe
beachten!

Bei der Anforderung,pathogene Keime” erfolgt routinemal3ig die Anlage auf Salmonellen, Shi-
gellen, Yersinien und Campylobacter. Bei bereits bekannten Salmonellenausscheidern bitte auf
dem Uberweisungsschein ,Salmonellenkontrolle” oder ,bekannte Salmonelle bzw. Shigelle etc”
vermerken. Es wird dann nur noch die entsprechende Untersuchung durchgefiihrt. Wenn Sie
gezielt Verdacht auf eine Yersinieninfektion haben, bitte dies auf dem Anforderungsschein
vermerken, es wird zusatzlich eine spezielle Kultur angelegt.

Bei Kindern bis 2 Jahren erfolgt automatisch die Anlage auf Salmonellen, Shigellen, Yersinien,
Campylobacter spp., EPEC (Dyspepsie-Coli), EHEC und S. aureus.

In der Regel sollten von 2 -3 Stuhlgangen Proben eingesendet werden, da hierdurch die Nach-
weisrate darmpathogener Erreger deutlich zunimmt. Es sollten mindestens 3-8 ml Stuhl (ent-
spricht mindestens 4 Loffeln) pro Probe eingeschickt werden. Bitte Markierung fir die minimale
und maximale Fillhéhe auf den Stuhlréhrchen beachten. Bei sehr umfangreichen Untersuchungen
(z.B. bei Auslandsaufenthalt oder immunsupprimierten Patienten) sollten 2 Stuhlréhrchen einge-
sendet werden. Die Stuhlproben sollten bis zum Transport bei 4°C gelagert werden. Bei Auslanda-
namnese erfolgt zusatzlich eine Untersuchung auf Wurmeier, Wiirmer, Amoben, Lamblien, Cryp-
tosporidien, Cholera und bei stationéren Patienten auf ETEC (enterotoxischer E.coli).

Bei V.a. infektiose Gastroenteritis kann aus einer Stuhlprobe eine Multiplex-PCR durchgefiihrt
werden, welche folgende Erreger detektiert: Norovirus Gl, Norovirus Gll, Rotavirus A, Sapovirus
(G1/2/4), Adenovirus-F (Serotyp 40/41), Astrovirus, C. difficile Toxin B, C. difficile hypervirulent,
STEC/EHEC (Shigatoxine stx1, 2, eae), E. coli 0157, EAEC (aggR), EIEC/Shigella spp. (ipaH), EPEC
(eae), ETEC (It/st), Salmonella spp., Campylobacter spp. (C. jejuni, C. coli), Vibrio spp. (einschliel3-
lich V. cholerae), Yersinia enterocolitica, Aeromonas spp., Giardia lamblia, Entamoeba histolytica,
Cryptosporidium spp., Blastocystis hominis, Dientamoeba fragilis, Cyclospora cayetanensis
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1. Bakterielle Erreger und deren Toxine

Salmonellen

Bei Gastroenteritis Nativstuhl im Stuhlréhrchen. Bei Verdacht auf Typhus und Paratyphus ist die
kulturelle Untersuchung von Stuhl erst im Spatstadium der Erkrankung Erfolg versprechend. Im
Frihstadium Blutkulturen abnehmen.

Shigellen
Stuhlabstrich im Amies-Transportmedium. Bei langerem Transport ist die Anziichtungsrate von
Shigellen aus dem Transportmedium besser als im Nativstuhl.

Yersinien
Nativstuhl im Stuhlréhrchen oder Stuhlabstrich im Amies-Transportmedium.

Campylobacter spp.
Nativstuhl im Stuhlréhrchen; ggf. Stuhlabstrich in Amies-Transportmedium. Fiir den Antigennachweis
mittels ELISA ist Nativstuhl erforderlich.

Enterohamorrhagische E.coli (EHEC), Verotoxin-Nachweis
Nativstuhl im Stuhlréhrchen. Der Verotoxin-Nachweis erfolgt mittels einer PCR.

Enteropathogene E.coli (EPEC); ehemals Dyspepsie-Coli
Nativstuhl im Stuhlréhrchen. Der Nachweis erfolgt mittels PCR. Folgende Untersuchung werden
ebenfalls durchgefiihrt.

Enterotoxische E.coli (ETEC, Reisediarrhoe, Montezumas Rache)
Enteroinvasive E. coli (EIEC)

Enteroaggregative E.coli (EAEC) V.a. bei Sauglingen und Kleinkindern.
Fur diese Untersuchungen Nativstuhl einsenden. Der Nachweis erfolgt mittels PCR.

Clostridium difficile

Das Clostridium difficile Antigen GDH wird mittels ELISA nachgewiesen. Aufgrund seines hohen
negativen Vorhersagewertes hat sich der GDH-Test als Screening-Test etabliert. Positive GDH-Proben
werden mittels ELISA auf das C. difficile Toxin A/B oder mittels PCR auf das Toxin Gen untersucht.

Nur im Falle eines negativen Toxin-ELISA Ergebnisses erfolgt eine kulturelle Untersuchung auf
C. difficile. GDH-Test, C. difficile Toxin-ELISA Test und C. difficile-Toxin-Gen-Test (PCR) erfolgen am
gleichen Tag.
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Um die Zeitdauer der kulturellen Anlage zu umgehen, kann die PCR direkt aus dem Stuhl durchge-
fihrt werden.
1. Glutamatdehydrogenase (GDH) Test, C. difficile Antigen, Nativstuhl, 4°C; Nachweis
mittels ELISA.
2. Clostridium difficile Toxin A + B

Nativstuhl, 4°C. Der Nachweis erfolgt mittels ELISA. Die Untersuchungsdauer betragt
ca. 3 Std., Ansatz erfolgt Mo - Sa.

3. Clostridium difficile - Toxin-Gen mittels PCR
Die Untersuchungsdauer betragt ca. 4-5 Std., Ansatz erfolgt Mo.-Sa.
4. Clostridium difficile -Kultur

Nativstuhl, bei 4°C gelagert. Kulturelle Anzucht und Antibiogramm, ggf. Ribotypisierung
Untersuchungsdauer 3 -5 Tage.

Clostridium perfringens-Toxin
Nativstuhl, tiefgefroren

Helicobacter pylori

Nativstuhl im Stuhlréhrchen, Nachweis mittels EIA. Dieser Test ist neben endoskopischen Metho-
den zur Erstdiagnostik und zur Therapiekontrolle geeignet.

Fur die Helicobacter pylori-Anzucht mit Antibiogramm muss eine Magen- bzw. Duodenalbiopsie
im Spezialtransportmedium eingeschickt werden. Das Transportmedium kann bestellt werden unter
Tel.06221-3432-192. AuBBerdem kann eine PCR auf Helicobacter pylori und die Resistenz auf
Clarithromycin und Levofloxacin durchgefiihrt werden.

Cholera (Vibrio cholerae)
Stuhlabstrich (auch Rektalabstrich) im Transportmedium empfohlen. Bei dringendem klinischen
Verdacht bitte Probe telefonisch anmelden.

Aeromonas, Plesiomonas (Vibrio spp., Pseudomonas spp.)
Nativstuhl im Stuhlréhrchen oder Stuhlabstrich im Amies-Transportmedium.

Listeria monocytogenes
Nativstuhl im Stuhlréhrchen oder Stuhlabstrich im Amies-Transportmedium.

S. aureus, B. cereus und deren Toxine

Bei Nahrungsmittelvergiftungen mit entsprechend kontaminierten Speisen gelingt die Anziichtung
dieser Erreger seltener aus dem Stuhl. Nahrungsmittelproben oder Erbrochenes sind zum Nach-
weis der Erreger und der Toxine besser geeignet. Bitte entsprechende Hinweise auf dem Anforde-
rungsschein vermerken.
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2.Virale Erreger
Rota-Virus
Nativstuhl, der Virusnachweis erfolgt mit einem EIA/Antigennachweis.

Adeno-Virus
Nativstuhl, der Virusnachweis erfolgt mit einem EIA/Antigennachweis.

Astro-Virus
Nativstuhl, der Virusnachweis erfolgt mit einem EIA/Antigennachweis.

Noro-Virus
Nativstuhl, der Virusnachweis erfolgt mittels PCR (oder ELISA). Die PCR ist wesentlich sensitiver als
der ELISA.

3. Parasiten

Lamblien/Amdben

Nativstuhl fiir Lamblien auch Duodenalaspirat moglich. Durchfiihrung eines ElAs fir jeden Erreger,
Mikroskopie, SAF-Anreicherung

Cryptosporidien
Nativstuhl, Nachweis mittels ELISA

Cyclospora/lsospora
Nativstuhl, Nachweis mittels Kinyoun-Farbung

Microsporidien
Nativstuhl, Molekularbiologische Untersuchung zum DNA-Nachweis (Untersuchung erfolgt im
Partnerlabor)

Echinococcus spp.
siehe Seite 21

Wurmer/Wurmeier

Nativstuhl, da ein Anreicherungsverfahren (SAF) durchgefihrt wird, oder Stuhl in SAF-Medium einschicken.
Ausnahme: Klebestreifen-Test zum Ei-Nachweis bei V.a. Oxyuren (Enterobius vermicularis, Ma-
denwurm) Zum Nachweis von Oxyuren-Eiern ist eine Untersuchung von Stuhl ungeeignet, da die
Nachweisrate in diesem Material gering ist. Am besten gelingt der Nachweis mittels Klebestrei-
fen-Abklatschpraparat von der Perianalregion morgens vor dem Gang zur Toilette und vor dem
Waschen. Um die Nachweisrate zu steigern sollten 2 -3 Abklatschpraparate von verschiedenen
Tagen eingesandt werden.

Notwendige Materialien:

1. Tesafilm (vollig durchsichtig, nicht matt)
2. Objekttrager
3. Objekttrager-Transportbehaltnis

29



1 Yy

Beschriften Sie das Transportgefal3. Legen Sie den
Klebestreifen in greifbare Nahe und streifen Sie die
Einmalhandschuhe Uber. Seite des Tesafilmstreifens ab.

Kleben Sie den Tesafilmstreifen
auf den Objekttrager.

Hinweis:
a) Nur eine Seite des Objekttragers bekleben.

b) Der Objekttrager darf ansonsten keine weitere
Beklebung haben.

4, Pilze
Nativstuhl, von ca. 10 verschiedenen Stellen eine kleine (!) Probe entnehmen, in einem
Stuhl-R6hrchen verschicken.

5. Intestinales Mikrobiom

Die Analytik des intestinalen Mikrobioms erfolgt mittels ,Next Generation Sequencing” (NGS).

Fir die Untersuchung wird ca. 2 g Stuhl (haselnussgrosse Portion) oder eine Probeexzision
bendtigt. Das Material sollte tiefgefroren versendet werden. Fiir die Auswertung sind Angaben auf
dem Fragebogen ,Mikrobiom” nétig (Homepage Labor Limbach Mikrobiologie). Zusatzliche zum
schriftlichen Befund konnen die Ergebnisse im Detail auf der Internetseite
https://labor-limbach.biobyte.de/eingesehen werden (Demo-Zugangsdaten: User + Passwort
demo).

6. Dysbiose

2-3 g Stuhl (2-3 Loffel): Es erfolgt eine semiquantitative Angabe lber die wichtigsten im
Darm vorkommenden Bakterien, einschlie3lich der Angabe fakultativ pathogener Erreger.
Eine quantitative Anlage kann gesondert angefordert werden. Eingeschlossen ist immer eine
Anlage auf Salmonellen, Shigellen und Yersinien und Campylobacter.

Folgende Bakterien werden neben den darmpathogenen Keimen befundet:

Klebsiella spp., Pseudomonas aeruginosa, Enterokokken, Clostridien, anaerobe Streptokokken,
E. coli, hamolysierende E. coli, Proteus spp., Laktobazillen, Bifidobakterien, Pilze, Staphylococcus
aureus, Bacteroides spp.
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X X X
Adult
I. geformt < 3 Jahre X X X X
Ausland X X X X X X
Adult X X X X X
< 3 Jahre X X X X X X X
Ausland X X X X X X X X X
. nach OP X X X X X X
Il. breiig/
flussi
9 nach AB X X X X X X
Immunsuppression X X X X X X X X X X X X X X X X
Nosokomial (ab 4. Tag) X
Nosokomialer Ausbruch  x x x X X X
Adult @ | o | o | o X X X
< 3 Jahre O XS IDX X X X X X X X
. Ausland DA DA DA X X X X X X X X X X
III. blutig/
wassrig nach OP/nach AB X X X X X X
Immunsuppression X X X X X X X X X X X X X X X X X
Nosokomialer )
X X X X X X X X
Ausbruch
Nierenversagen
X X X X X X X
HUS/TTP
Appendizitis, Arthritis
X X X X X
. Erythema nodosum
Sonderfalle .
Ergebnislose
X X X X X X X X X X X X
Voruntersuchung
> 3 Wochen
. X X X X X X X X X X X
anhaltende Diarrhoe
Lebensmittel-
X X X X X X

vergiftung

FDPB = Fakultativ darmpathogene Bakterien (ggf. Riicksprache mit Labor nehmen)
AB = Antibiotikatherapie

TTP =Thrombotische-thrombozytopenische Purpura

HUS = Hamolytisch-urdmisches Syndrom
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2.1 Tuberkulose/Mykobakteriosen

Die Diagnose Tuberkulose / Mykobakteriose kann nur durch den mikroskopischen, kulturellen oder
molekularbiologischen Erregernachweis bestatigt werden. Der Nachweis einer latenten Tuberkulose-
Infektion kann durch immunologische Verfahren (QuantiFERON’-TB Gold Plus-Test) erfolgen.

Cl
(W
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fiolveiil i

-

Sputumréhrchen mit Roéhrchen fir Urinbecher
Umverpackung Magensaft
mit Pufferzusatz

Mikrobiologisches Untersuchungsmaterial fiir den kulturellen und molekularbiologischen Nachweis
Bei noch nicht gesicherter Diagnose und einfacher Probengewinnung sind mindestens 3 Proben
an 3 verschiedenen Tagen fiir Mikroskopie, Kultur und NAT zu entnehmen. In diagnostisch
besonders schwierigen Fallen kann eine gré3ere Anzahl von Proben angezeigt sein.
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Sputum
B Erstes Morgensputum durch Abhusten aus tiefen Atemwegen mit moglichst geringer Speichelkontamination

B Keine Mundsptilung vor Sputumgewinnung, kein Sammelsputum (wenn notwendig: max. Zeitraum 1 Stunde) |2-5 ml
B Sputuminduktion mit 5-10% NaCl-Inhalation moglich, Cave: Infektionsgefahr durch Aerosole
B Bronchoskopie ist bei Erwachsenen, bei Kindern Magenniichternsekret vorzuziehen

Bronchialsekret
B Bronchoskopisch gewinnen 2.5 ml
B Trachealsekret von intubierten Patienten oder Abstrich vom Tubus wegen Kontamination mit Begleitkeimen (mind. 2 mi)

weniger sinnvoll '

B Cave: Lokalanasthetika bei Bronchoskopie, moglichweise Verfalschung des Ergebnisses wegen Bakterizidie

BAL 20-30 ml
B Moglichst gezielt betroffenes Segment lavagieren (mind.
B Recovery-Flissigkeit ohne weitere Behandlung gesondert fiir Tb auffangen 20 ml)

Geschiitzte Birste und bronchoskopisch gewonnene Biopsie
B Wegen Gefahr der Austrocknung ca. 0,5 ml sterile physiologische NaCl zufligen
B Cave: Lokalanasthetika bei Bronchoskopie, moglichweise Verfalschung des Ergebnisses wegen Bakterizidie

Magenniichternsekret, Magenspilwasser
B BeiKindern ist Magenniichternsekret oder -spiilwasser der Sputuminduktion vorzuziehen.

B Beidlteren Kindern und Erwachsenen ist bronchoskopisch gewonnenes Material oder Sputum dem Ma- | 2-5 ml/

gensaft vorzuziehen. 20-30 ml

B Magennichternsekret/-spiilwasser muss mit Phosphatpuffer neutralisiert werden (unter Tel. 06221-3432-126

(TB-Labor) zu bestellen).

Urin
B Vorzugsweise Morgenurin nach Einschrankung der Flissigkeitszufuhr am Vorabend mind. 30 ml
B Kein Mittelstrahlurin, kein Sammelurin, nicht aus Urinauffangbeuteln (Ausnahme Sauglinge, Kleinkinder) ’
B Entnahme unter Vermeidung mikrobieller Verunreinigung

Sperma, Prostatasekret
B In sterilem GefaB auffangen, ohne Zusatz versenden

Stuhl
B Stuhlproben nur bei Patienten mit zelluldarem Immundefekt untersuchen 1-29
B Endoskopisch gewonnene Biopsien sind bei Verdacht auf Darm-TB vorzuziehen

Menstrualblut
B Gynakologisch gewinnen und zu gleichen Teilen mit sterilem Wasser versetzen

Blut
B Nur Vollblut (Citratblut), Untersuchung nur sinnvoll bei Patienten mit zelluldrem Immundefekt, das 510 ml

Citratblut wird im Labor in Blutkulturmedien tUberfihrt, Bebriitungsdauer: 8 Wochen
B Die Blutprobe muss im Fieberanstieg entnommen werden!

Knochenmark

B Knochenmarkbiopsate und -aspirate sind zu behandeln wie Blut (Citratzusatz). Es gelten die gleichen
Voraussetzungen wie fiir Blut.

Abstrichtupfer/Wundmaterial
B Abstrichtupfer sind im Regelfall nicht geeignet, Alternativen wie Punktion, Biopsie etc. sind Giberlegen

und vorzuziehen
B Wenn Alternativen nicht gegeben sind, so viel Material wie méglich mit dem Tupfer aufnehmen. Fiir die
allgemeine Bakteriologie weiteren Abstrich entnehmen.

Gewebe, Biopsien
B So viel Material wie méglich gewinnen, Probe mit Zusatz von steriler, physiologischer NaCl vor

Austrocknung schiitzen. (KEIN Formalin)
B Gewebeprobe immer auch histologisch untersuchen!

Korperflissigkeiten (Punktionen, Aspirate, Exsudate) Liquor:
B Liquor, nativ - nicht in Blutkulturflaschen! 3-5ml
B Andere Korperflissigkeiten (Pleuraexsudat, Perikardfliissigkeit, Synovialfliissigkeit, Abszesspunktat) (wenn
B Bei blutigen Proben evt. Zusatz von Citrat erforderlich. Stets so viel wie moglich entnehmen! moglich)

33



Interferon-Gamma-Release Assays (IGRA)

€
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Réhrchen fir Interferon-Gamma-Release Assay
(QuantiFERON-TB Gold Plus-Test)

Indikation:

Gezielte Testung nach Risiko-Kontakt mit einem Indexfall, bei Personen >15 Jahre, die Testung
sollte ca. 6-8 Wochen nach dem Kontakt stattfinden, ggf. Testung direkt nach Kontakt um
Ausgangswert zu haben.

Testung im Rahmen der verpflichtenden arbeitsmedizinischen Vorsorge

Suche nach einer latenten Tuberkuloseinfektion vor einer immunsuppressiven Therapie

Sehr eingeschrankt bei V. a. auf eine aktive TB, ersetzt aber nicht den mikrobiologischen
Nachweis!

Untersuchungsmaterial und Praanalytik des QuantiFeron-TB Gold Plus-Testes

1.

Bitte alle drei R6hrchen (flir einen Patienten) mit Entnahmedatum und Uhrzeit beschriften
und mit 0,8 - 1,2 ml Blut (schwarze Markierung am Réhrchen!) befiillen lassen.

Sofort nach dem Befiillen die Proben durch 8 bis 10-maliges Umkehren mischen, um die
Innenwand der Rohrchen komplett mit Blut zu bedecken.

Die Réhrchen bei 37°C 16 —24 Stunden inkubieren und dann zentrifugieren

(15 Min. bei 2000-3000 g).

Nach der Zentrifugation kénnen die Proben bis zur Weiterleitung an das Labor bei 2-8C°
gelagert werden.

Sollte kein Brutschrank zur Verfligung stehen, bitte die Proben umgehend tiber den Probenabhol-
dienst (Raumtemperatur) weiterleiten. Auf jeden Fall diirfen die Proben vor Inkubationsbeginn
nicht gekuhlt werden.
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2.2 Pilzdiagnostik

Aspergillus fumigatus — Kolonien

Fir die mykologische Diagnostik ist es wichtig, dass ausreichend Material aus den betroffenen
Arealen entnommen wird.

Fir die Untersuchung auf Pilze, besonders Hefepilze und Fadenpilze, sind folgende Materialien
geeignet: Blutkulturen, Eiter, Exsudate, Drainagen, Gewebeproben, Mundsptilwasser, Sputum,
bronchoalveoldre Lavage, Urin sowie Urogenitalabstriche.

Eine Empfindlichkeitspriifung flr die meisten gangigen Antimykotika erfolgt aus Blutkultur, Liquor,
Katheterspitzen, BAL und Punktaten.; aus anderen Materialien nur bei gesonderter Anforderung.
Folgende Medikamente werden getestet: Amphotericin B, Fluconazol, Voriconazol, Posaconzol,
Anidulafungin.

Pilzinfektionen der Haut und Hautanhangsgebilde

Abstriche sind i.d.R. zum Nachweis von Dermatophyten wenig geeignet. Hefepilze sind allerdings
auch aus Abstrichmaterialien anziichtbar. Die Diagnostik auf Pilzinfektionen der Haut kann bis zu 4
Wochen dauern.

Materialabnahme von der Haut

B Mykoseverdachtige Areale mit Mulltupfer (keine Watte) und 70 %igem Ethanol desinfizieren.
Alle Auflagerungen entfernen.

B Mit Skalpell oder scharfem Loffel vom Rand des Herdes 20-30 Schiippchen ablésen und in
steriles Behaltnis ohne Medium geben.

Materialabnahme vom Nagel

B Reinigung mit 70%igem Ethanol (griindlich, Entfernung aller brockeligen Teile).

B Mit sterilem Skalpell oder scharfem Loffel Material aus der Nagelplatte (Rand der Lasion) und
ggf. von den subungualen Hyperkeratosen ablésen und in steriler Petrischale oder sterilem
Roéhrchen einsenden.

Materialabnahme bei Haarbefall

B Mit 70%igem Ethanol Krusten und Schuppen entfernen

B Einige besonders auffallige Haarstiimpfe inclusive Haarwurzel mit Epilationspinzette entnehmen.

B Die Haare zwischen zwei sterilen Glasobjekttragern in steriler Petrischale oder anderem
Behaltnis transportieren.
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2.3 MRSA

Methicillin-resistente Staphylococcus aureus
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eSwab™-Abstrichtupfer
fur Kultur- und PCR-Untersuchungen

Mikrobiologische Diagnostik

Probenentnahme

Kultureller Nachweis oder PCR: eSwab™-Tupfer verwenden (Amies-Transportmedium)

Art des Screenings/Indikation

1) Kulturelles Screening
zum Nachweis einer Kolonisierung bei bisher
MRSA-negativen Patienten oder unbekanntem
MRSA-Status

2) PCR-Screening (Direktnachweis)
zum Nachweis einer Kolonisierung bei bisher
MRSA-negativen Patienten oder unbekanntem
MRSA-Status

3) Kulturelles Screening (3 Serien)
zur Aufhebung einer Isolierung
z.B. nach Dekontamination

Screeningorte/Abstrichlokalisation

1 Nasenabstrich (Nasenvorhofe rechts/links)

1 Rachenabstrich

Ggf. Wundabstriche (auch Ulcera, ekzematdse
Hautareale)

1 Nasenabstrich (Nasenvorhofe rechts/links)
Ggf. 1 Rachenabstrich, Wundabstriche

1 Nasenabstrich (Nasenvorhéfe rechts/links)

1 Rachenabstrich

Ggf. Wundabstriche (auch Ulcera, ekzematose
Hautareale)

Ggf. weitere vormals MRSA-positive Abstrichorte

Die kulturelle Screening-Untersuchung auf MRSA dauert in der Regel 2 -3 Tage, das PCR-Screening
wird werktags 2 x taglich, samstags 1 x taglich durchgefiihrt. Erstnachweise von MRSA sowie alle

PCR-Befunde werden telefonisch mitgeteilt.
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Risikofaktoren fiir eine MRSA-Besiedlung sind laut KRINKO (Kommission fiir Krankenhaushygie-
ne und Infektionspravention) am Robert-Koch-Institut (2014)

1. Patienten mit bekannter MRSA-Anamnese

2. Patienten aus Regionen/Einrichtungen mit bekannt hoher MRSA-Pravalenz

3. Dialysepatienten

4 Patienten mit einem stationaren Krankenhausaufenthalt (> 3 Tage) in den zurlickliegen-
den 12 Monaten

5. Patienten, die regelmallig (beruflich) direkten Kontakt zu MRSA haben, wie z.B. bei Kon-
takt zu landwirtschaftlichen Nutztieren (Schweine, Rinder, Geflligel) haben

6. Patienten, die wahrend eines stationdren Aufenthaltes Kontakt zu MRSA-Tragern hatten
(z.B. bei Unterbringung im selben Zimmer)

7. Patienten mit chronischen Hautldsionen (z.B. Ulkus, chronische Wunden, tiefe Weichgewe-
beinfektionen)

8. Patienten mit chronischer Pflegebediirftigkeit (z.B. Immobilitat, Stérungen bei der Nah-

rungsaufnahme/Schluckstérungen, Inkontinenz, Pflegestufe) UND einem der nachfolgen-
den Risikofaktoren:

- Antibiotikatherapie in den zurtickliegenden 6 Monaten,

- liegende Katheter (z. B. Harnblasenkatheter, PEG-Sonde, Trachealkantile)

Zum Nachweis ist ein befeuchteter (z.B. steriles 0,9 % NaCl) Nasenabstrich, Rachenabstrich und
ggf. Wundabstrich abzunehmen. Den Abstrich nur an der duBeren Nasenoffnung unter Drehen
entnehmen, am Ubergang von duBerer Haut zur Schleimhaut.

Unter laufender antibiotischer Therapie abgenommene Abstriche konnen u. U. falsch negativ
ausfallen.

Die Kontrollen nach MRSA-Dekontamination erfolgen mittels klassischer kultureller Untersuchung
(Anforderung: MRSA-Screening).

Hinweis: Der MRSA-PCR-Direktnachweis ist bislang nicht zur Kontrolle einer Sanierung geeignet.
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2.4 MRGN

Multiresistente gramnegative Stabchen

eSwab™-Abstrichtupfer fir
Kultur- und PCR-Untersuchungen

Mikrobiologische Diagnostik — Ubersicht Screening

Probenentnahme
eSwab™)-Tupfer (Amies-Transportmedium) bzw. eine Urinprobe

Screening auf ... Screeningorte

1) Einzelne 4MRGN-Erreger:
Indikation: Kontaktpatienten zu 4MRGN-Patienten
oder friither 4MRGN-positive Patienten

4MRGN E. coli, Klebsiella spp. Rektal, ggf. Wunden, Urin

4MRGN Enterobacter spp., Rektal

andere 4MRGN Enterobakterien

4MRGN P. aeruginosa Rektal, Rachen

4MRGN A. baumannii Mund-Rachen-Raum, Haut (groB3flachig Leiste oder

Oberarm mit einem Tupfer abstreichen)
2) Alle 4AMRGN: 1 Rektalabstrich

- Indikation: Kontakt zum Gesundheitssystem 1 Rachenabstrich, Urin,
in Lindern mit endemischen Auftreten in den 1 Hautabstrich (grofflachig Leiste oder Oberarm
letzten 12 Monate mit einem Tupfer abstreichen)

— Patienten mit einem stationaren Krankenhaus- ggf. Wundabstriche

aufenthalt (>3 Tage) in den zuriickliegenden 12
Monaten in einer Region mit erhéhter 4AMRGN-
Pravalenz (Z.B. Deutschland)

Die Screening-Untersuchung auf MRGN dauert in der Regel 2-3 Tage. 4MRGN werden telefonisch
mitgeteilt.
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2.5 VRE - Vancomycin-resistente

Enterokokken

eSwab™-Abstrichtupfer fir
Kultur- und PCR-Untersuchungen

VRE - Vancomycin-resistente Enterokokken im Krankenhaus
(Synonym: GRE - Glykopeptid-resistente Enterokokken)

Mikrobiologische Diagnostik — Ubersicht Screening

Probenentnahme
eSwab™-Tupfer (Amies-Transportmedium) bzw. eine Urinprobe

Art des Screenings/Indikation Screeningorte/Abstrichlokalisation

1) Screening zum Nachweis einer Kolonisierung 1 Rektalabstrich
bei bisher VRE-negativen Patienten oder
unbekanntem VRE-Status
Magliche Indikationen: Kontaktpatient, Screening
bei Aufnahme in speziellen Risikobereichen
(z.B. Himato-Onkologie, Intensivstation)

2) Screening zum Nachweis einer Kolonisierung 1 Rektalabstrich
bei Patienten mit VRE-Nachweis in der Anamnese  Ggf. Wundabstriche, Urin, Kolostoma in Abhangigkeit
oder bei Indexpatienten vom Primarnachweisort

Risikofaktoren fiir eine Kolonisation mit VRE

B Immunsuppression (Intensivstationen, Himato-Onkologie, Transplantationsabteilungen)
Vorausgegangene Antibiotikatherapie

Ubernahme aus Einrichtungen mit hoher VRE-Rate

Intraabdominelle Operationen oder Herz-Thorax-Operationen

Langer liegende Katheter (Urinkatheter, zentralvendse Katheter)
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2.6 Helicobacter pylori-Diagnostik
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Diagnostik

Eine Ubersicht (iber die diagnostischen Verfahren fiir den Nachweis und die Resistenztestung von

Umverpackung

H. pylori sind in Tabelle 1 dargestellt.

Stuhlrohrchen mit Loffel und

Tabelle 1. Helicobacter pylori Labor-Diagnostik

Verfahren

Antigen-Nachweis
im Stuhl (ELISA)

Anzucht aus
Magenbiopsie
(Protonenpumpen-
-inhibitoren und Anti-
biotika 4-6 Wochen
vorher absetzen)

Molekularbiologi-
sche Tests

Indikation Beschreibung

- Einfache Proben-
gewinnung

- Kontrolle friihestens
4-6 Wochen nach Eradi-
kation

- Therapiekontrolle

Diagnose der Infektion
und Nachweis der Eradi-
kation

Antibiotika:
- Clarithromycin

Antibiotikatestung - Metronidazol

(bei kulturellem Nachweis

ot - Amoxicillin
gie . - Levofloxacin/Moxi-
Nach einmaligem .
Thera-pieversagen it e
- Tetracyclin
- Rifabutin

Nachweis von Helicob-
acter pylori und dessen
Resistenz gegen Cla-
rithromycinund Chinolone

- Zusatzuntersuchung bei
negativem Ausfall ande-
rer Nachweisverfahren
der H. pylori-Diagnostik

Proben-Transport

Stuhlprobe

- mindestens erbsengrof3

- Versand bei Raumtem-
peratur (bis 2 Tage)
oder gekihlt

Spezialtransportmedium

- Lagerung bei 2-8°C
(ohne Probe)

- Transport der Probe bei
Raumtemp. innerhalb
von 24 Stunden

- Biopsiematerial
- Magennlchternsaft
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Verfahren

Harnstoff
Atemtest (UBT)

Antikorpernach-
weis

im Serum (ELISA)
fe]€

Urease-Schnell-
test

Histologie

Indikation

Diagnose der Infektion
und Nachweis der Eradi-
kation

Screening und Diagnose
der Infektion (beson-
ders bei Atrophie der
Magenschleimhaut,
Magenblutung, Therapie
mit Protonenpumpenin-
hibitoren)

Diagnose der Infektion

Diagnose der Infektion

Beschreibung

- Nachweis des Urea-
se-Enzyms von H.pylori

- Ergebnisse verfélscht
durch Protonenpum-
peninhibitoren (PPI)
und Kaffee

- Uber einen langen
Zeitraum nachweis-
bar, deshalb nicht
zur Therapiekontrolle
geeignet

- Nachweis des Urease-
Enzyms von H. pylori

- Malignitatspriifung

Proben-Transport
- Réhrchen mit

Ausatmungsluft nach

Gabe von " C-markier-

tem Harnstoff
- Lange Zeit stabil

- Serum/Vollblut

- Biopsiematerial

- Biopsiematerial

Resistenztestung

Bezuglich der Resistenztestung von H. pylori sollte unterschieden werden zwischen der Erstdiag-
nose bei antimikrobiell nicht vorbehandelten Patienten und dem H. pylori-Nachweis bei Patienten
mit einer bekannten H. pylori-Infektion und bereits erfolgter antimikrobieller Therapie. Es wird
empfohlen, nach dem ersten Therapieversagen eine Resistenzpriifung nach Anzucht des Erregers
aus dem Biopsat durchzufiihren.

RoutinemaBig werden in unserem Labor folgende Medikamente getestet:

Amoxicillin, Clarithromycin, Metronidazol, Ciprofloxacin, Rifabutin, Doxycyclin.

Gelingt die Anzucht nicht, kann mittels PCR aus dem Biopsiematerial der Nachweis von H. pylori
und der Clarithromycin- und Chinolonresistenz durchgefiihrt werden.

Ansprechpartner im Labor:
Dr. Eigner, Dr. Oberdorfer, Dr. Schwarz: Tel. 06221/3432-192 (oder -125) Bestellung des Trans-
portmediums Port-Pyl": Tel. 06221/3432-192
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3.0 Molekularbiologische Diagnostik

Molekularbiologisches Labor - Real-time-PCR

3.1 Pneumonie-Erreger
Erreger

Chlamydia pneumoniae

Chlamydia trachomatis

Cytomegalie-Virus (pulmonal)

Legionella pneumophila

M. genitalium
M. hominis
U. urealyticum

Mycobacterium tuberculosis

Mycobacterium spp.; MOTT
(Mycobacteria other than tuberculosis)

Mycoplasma pneumoniae

Pneumocystis jirovecii

Respiratory Syncytial Virus (RSV)

Influenza A + B Virus
incl. Schweinegrippe
(Influenza A/H1NT1)

Influenzavirus (A, B), Humanes Respiratorisches Synzytialvirus
(RSV) A, B, Parainfluenza 1-4, Rhinovirus (A/B/C), Enterovirus,
Metapneumovirus, Coronavirus (NL63, 0OC43, 229E), Adenovirus,
Humanes Bocavirus (1/2/3/4), Streptococcus pneumoniae,
Haemophilus influenzae, Chlamydophila pneumoniae, Mycoplas-
ma pneumoniae, Legionella pneumophila, Bordetella pertussis,

Bordetella parapertussis

Methode
PCR

PCR

PCR
PCR

PCR

PCR

PCR
PCR

PCR

PCR

PCR

Multip-
lex-PCR

Geeignetes Material

Bronchiallavage, Sputum, Bronchial-/Trachealsekret
Sekret Atemwege (Neugeborene)

Bronchiallavage, Sputum, Bronchial-/Trachealsekret

Bronchiallavage, Sputum, Bronchial-/Trachealsekret

Sekret Atemwege (Neugeborene)

Bronchiallavage, Sputum, Bronchial-/Trachealsekret,
Pleurapunktat

Bronchiallavage, Sputum, Bronchial-/Trachealsekret

Bronchiallavage, Sputum, Bronchial-/Trachealsekret

Bronchiallavage, Bronchial-/Trachealsekret,
Lungenbiopsie, Sputum

Nasopharyngeal-Abstrich, Nasopharyngeal-Spul-
flissigkeit, Bronchial-/Trachealsekret, Bronchiallava-
ge, Sputum

Nasopharyngeal-Abstrich, Nasopharyngeal-Spil-
flissigkeit, Bronchial-/Trachealsekret, Bronchiallava-
ge, Sputum

Trachealsekret, Bronchialsekret, Bronchoalveolare
Lavage, tiefer Rachenabstrich
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3.2. Gastroenteritis-Erreger

Erreger

Enterohdamorrhagischer Escherichia coli (EHEC)
Verotoxin-Nachweis

Enteropathogener Escherichia coli (EPEC)

Helicobacter pylori (Clarithromycin
und Chinolon-Resistenz)

Noroviren

Clostridium difficile-Toxin

Norovirus Gl, Norovirus GlI, Rotavirus A, Sapovirus (G1/2/4), Adenovirus-F (Serotyp 40/41),
Astrovirus, C. difficile Toxin B, C. difficile hypervirulent, STEC/EHEC (Shigatoxine stx1, 2,
eae), E. coli 0157, EAEC (aggR), EIEC/Shigella spp. (ipaH), EPEC (eae), ETEC (It/st), Salmo-
nella spp., Campylobacter spp. (C. jejuni, C. coli), Vibrio spp. (einschlief3lich V. cholerae),
Yersinia enterocolitica, Aeromonas spp., Giardia lamblia, Entamoeba histolytica, Cryp-
tosporidium spp., Blastocystis hominis, Dientamoeba fragilis, Cyclospora cayetanensis

pethode  Cpnete
PCR Stuhl

PCR Stuhl

PCR Magenbiopsie
PCR Stuhl, Erbrochenes
PCR Stuhl

s sun

3.3. Meningitis-Erreger

Erreger
Candida albicans
Cryptococcus neoformans
Listeria monocytogenes
Meningokokken
Mycobacterium tuberculosis
Mycoplasma pneumoniae
Tropheryma whipplei

Escherichia coli K1, Haemophilus influenzae, Listeria
monocytogenes, Neisseria meningitidis, Streptococcus aga-
lactiae, Streptococcus pneumoniae, Cytomegalovirus (CMV),
Enterovirus, Epstein-Barr virus (EBV), Herpes simplex virus 1
(HSV-1), Herpes simplex virus 2 (HSV-2), Human herpesvirus
6 (HHV-6), Human parechovirus, Varicella zoster virus (VZV),
Cryptococcus gattii, Cryptococcus neoformans

Methode
PCR
PCR
PCR
PCR
PCR
PCR
PCR

Multip-
lex-PCR

Liquor 1,5 ml
Liquor 1,5 ml
Liquor 1,5 ml
Liquor 1,5 ml
Liquor 1,5 ml
Liquor 1,5 ml

Liquor 1,5 ml

Liquor 1,5 ml

Geeignetes Material

(Untersuchung erfolgt in Partnerlabor)

(Untersuchung erfolgt in Partnerlabor)

3.4. Urogenitale Erreger

Erreger Methode Geeignetes Material

Chlamydialtrachomatis PCR Erster Morgenurin, Ejakulat, Genitalabstriche, Punktate, Augenabstrich
(Neugeborene)

Mycobacterium tuberculosis PCR Erster Morgenurin, Ejakulat, Genitalabstriche, Punktate

N Erster Morgenurin, Ejakulat, Genitalabstriche, Punktate, Augenabstrich

Neisseria gonorrhoeae PCR
(Neugeborene)

Mycoplasma hominis PCR Erster Morgenurin, Ejakulat, Genitalabstriche, Punktate

Mycoplasma genitalium PCR Erster Morgenurin, Ejakulat, Genitalabstriche, Punktate

Ureaplasma urealyticum PCR Erster Morgenurin, Ejakulat, Genitalabstriche, Punktate
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3.5. Mykobakterien

Erreger Methode

Mycobacterium tuberculosis-Komplex und

Mycobacterium spp. PCR
Mycobacterium tuberculosis-
Resistenzgen-Detektion Isoniazid, Rifampicin, PCR
Gyrase-Hemmer, Aminoglykoside, zyklische
Peptide, Ethambutol, Pyrazinamid
Spezies des Mycobacterium tuberculosis-Kom-

. f PCR
plex (Differenzierung)
Mycobacterium spp. (Differenzierung) PCR

Geeignetes Material

Sputum, Bronchiallavage, Bronchial-/Trachealsekret,
Pleurapunktat, Magensaft, erster Morgenurin, Liquor,
Gewebe, Citrat-Blut (bei Generalisierung), Stuhl

Aus Kultur-Isolat, aus Original-Patientenmaterial (sieche oben)

Kultur-Isolat

Kultur-Isolat

3.6. Sonstige Erreger

Erreger Methode Geeignetes Material

Bacillus anthracis PCR
Bordetella pertussis/parapertussis PCR
Candida albicans PCR
Corynebacterium diphtheriae- Toxin PCR
Enterococcus spp. (VRE) PCR
MRSA mecA-Gen, mecC-Gen PCR
Helicobacter pylori PCR
Pilze (zur Differenzierung durch
PCR

Sequenzanalyse)
Staphylococcus aureus, TSS-Toxin-Nachweis,

. PCR
Toxic Schock
Staphylococcus aureus, Panton-Valentin-Leu- PCR
kozidin (PVL), luk F/S-Gen
Tropheryma whipplei PCR
Universeller Bakterien- oder Pilz- DNA
Nachweis. Nachweis des bakteriellen 165 PCR

rRNA-Gens von Bakterien bzw. des 18S rRNA
Gens von Pilzen

Next Generation
Sequencing (NGS)

Intestinales Mikrobiom

Kultur-Isolat Nachweis erfolgt aus Kultur-Isolat nach
Anziichtung des Erregers

Nasopharyngealsekret, -abstrich

EDTA-Blut

Kultur-Isolat

Kultur-Isolat, Direktnachweis (z.B. Rektalabstrich)

Kultur-Isolat
Direktnachweis aus Abstrichen

Magenbiopsie

Kultur-Isolat

Kultur-Isolat

Kultur-Isolat
Duodenalbiopsie, Liquor, andere Biopsien (Herzklappen,
Gehirn, Lymphknoten), Stuhl, Synovia

Punktate, Biopsate, EDTA-Blut, Herzklappe, Liquor

2 g Stuhl (haselnussgrosse Portion) oder eine Probe-
exzision (Darmschleimhaut). Das Material sollte
tiefgefroren versendet werden.
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Erreger

Aspergillus spp.

Bartonella henselae

Bartonella quintana

Bordetella pertussis

Borrelia burgdorferi

Brucella spp.

Campylobacter jejuni/ coli

Chlamydia spp.

C. pneumoniae

C. psittaci

C. trachomatis

4.0 Serologische Diagnostik

Untersuchungs-
materialien

Serum
bronchoalveolare
Lavage

Serum

Serum

Serum

Liquor

Serum

Serum

Serum

Methode

ELISA (Antigennachweis
von Galactomannan)

Mikroimmun-
fluoreszenztest

Mikroimmun-
fluoreszenztest

Toxin 1gG/IgA-Antikor-
pernachweis (ELISA)

IgG-/IgM ELISA

IgG-/IgM Immunoblot

IgG ELISA

IgG-/IgM ELISA

IgG-/IgA- ELISA

IgG-/IgM ELISA

Bemerkungen

Der Antigennachweis ist bei Verdacht auf eine inva-
sive systemische Aspergillose indiziert. Testergebnis-
se sollten immer im Zweitserum bestatigt werden.

Nachweis ab Krankheitswoche 1-2

Indikation: Bestimmung des Immunstatus bzw. V.a.
kirzlich erfolgte Infektion (> 3 Wochen). Eine Be-
stimmung des Immunstatus ist nicht moglich. Keine
Unterscheidung zwischen Impfung und Infektion,
nach erfolgter Impfung fir 1 Jahr keine sichere
Beurteiung der Serologie zum Infektausschluss Fiir
die Diagnostik auf eine akute Infektion (bis Woche
3) ist eine PCR besser geeignet (siehe Tabelle 4.).

Suchtest
Bestatigungstest

Bei Verdacht auf Neuro-Borreliose Liquor (mindes-
tens 1 ml) und Serum einsenden. Zum sicheren
Nachweis intrathekal synthetisierter Ak sollte in der
klinischen Chemie die Bestimmung von Albumin
und Gesamt-IgG aus Liquor und Serum veranlasst
werden.

Ab dem 6. bis 10. Krankheitstag treten spezifische
Ak auf. Firr die Diagnostik auf eine akute Infek-
tion ist zusatzlich die Blutkulturdiagnostik mit
dem Hinweis V. a. Infektion mit Brucellen sinnvoll
(Goldstandard)

Indikation: GBS, reaktive Arthritis und andere Cam-
pylobacter-Folgeerkrankungen. Zur Diagnostik einer
akuten intestinalen Infektion ist die Kultur Methode
der Wahl (siehe Kapitel 1.9)

Erregerdirektnachweis per PCR Methode der Wahl.

Erregerdirektnachweis per PCR Methode der Wahl.
Zur serologischen Diagnostik Zweitserum nach 4-8
Wochen sinnvoll.

Fur die Diagnostik auf eine akute Infektion ist eine
PCR Methode der Wahl. Serologie nicht sinnvoll.

Erregerdirektnachweis per PCR Methode der Wahl.
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Erreger

C. trachomatis

Coxiella burnetii (Q-Fieber)

Cryptococcus neoformans

Echinococcus spp.

Echinococcus multilocularis

Legionella spp.

Leptospiren

Mycoplasma pneumoniae

Salmonella typhi/paratyphi

Toxopolasma gondii

Untersuchungs-
materialien

Serum

Serum

Liquor

Serum

Urin
respiratorische
Sekrete

Serum

Serum

Serum

respiratorische
Sekrete

Serum

Methode

IgG-/1gA ELISA

Phase 2 19G-/IgM-,
Phase 11gG-/IgA- ELISA

Antigen-Nachweis
mittels Agglutinationsre-
aktion

Nachweis polyvalenter
Ak mittels Aggl. und
ELISA

IgG- Immunoblot

Antigennachweis aus
dem Urin mittels ELISA,
bzgl. Nukleinsaurenach-
weis

(siehe "Molekular-

biologie")

IgG-/IlgM- ELISA

IgM ELISA

IgG-lgA-IgM ELISA

Nukleinsaurenachweis,
(siehe ,Molekularbio-
logie”)

IgG-,lgM-CMIA

Toxo IgM- quantitativ
ELISA

Toxo-lgG Aviditat

Bemerkungen

Indikation: Tubarsterilitat, aufsteigende Infektion,
reaktive Arthritis, IgM-Nachweis beim Neugebore-
nen

Erregerdirektnachweis per PCR Methode der Wahl.

Suchtest. Abkldrung immer in Zusammenschau mit
klinischem und radiologischem Befund.Ca. 20% der
Patieten bilden keine Antikorper

Bestatigung und Differenzierung zwischen E. cysti-
cus und E. multilocularis

Fir die Diagnostik auf eine akute Infektionen ist
eine PCR vom Abstrich sowie eine Kultur sinnvoll

Serologie nur zur Abklarung epidemiologischer
Fragen, nicht zur Diagnosestellung geeignet

Ab dem 6. bis 10. Krankheitstag treten spezifische
Ak auf.

Fir die Diagnostik auf eine akute Infektionen ist
zusatzlich Blutkulturdiagnostik mit dem Hinweis
(V.a. Infektion mit Leptospiren)

Fiir die Diagnostik akuter Infektion ist die PCR Me-
thode der Wahl. Ak-Nachweis erst nach 1-2
Wochen. Kontrollle im Zweitserum sinnvoll.

Fir die Diagnostik auf eine akute Infektionen ist
ausschlie3lich die Blutkulturdiagnostik sinnvoll.

Suchtest
IgM- Bestatigung

Zeitpunkt der Infektion
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Untersuchungs-

Erreger - Methode
materialien
Syphilis Ak total (Ig-
G+IgM) CMIA
TPHA
Serum
IgG- und IgM-Imm-
munoblot
Treponema pallidum (Lues) cMT
Liquor TPHA
Yersinia spp.
Serum lgG-/1gA- ELISA

Yersinia pseudotuberculosis

Bemerkungen

Suchtest
Suchtest
Bestatigungstest

Aktivitatsparameter

Bei Verdacht auf Neurolues Liquor (mindestens 1 ml)
und Serum einsenden. Zum sicheren Nachweis
intrathekal synthetisierter Ak sollte in der klinischen
Chemie die Bestimmung von Albumin und Ge-
samt-lgG aus Liquor und Serum veranlasst werden.
Bei V. a. Neuro-Syphilis Serum und Liquor
einschicken.

Indikation: reaktive Arthritiden, Yersiniose-
assoziierte Folgeerkrankungen. Nicht geeignet zum
Nachweis einer akuten Yersinien-Infektion. Hier
Nachweis durch kulturelle Anzucht aus Stuhl, siehe
Kapitel 1.9.

CMIA, Chemilumineszenz-Mikropartikel-Immunoassay
ELISA, Enzyme-Linked Immunosorbent Assay
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5.1 Antibiogramme

Allgemeine Hinweise

Agardiffusionstest

Empfindlichkeitsprifungen sind erforderlich bei Infektionen mit z.B. Staphylokokken, Entero-
kokken, Enterobakterien, Pseudomonaden und anderen gramnegativen Bakterien, anaeroben
Bakterien, sowie bei Mykobakterien. Besonders wichtig sind diese Priifungen bei Sepsis, Menin-
gitis, Endokarditis und Osteomyelitis, bei nosokomialen und chronischen Infektionen, bei Erreger-
wechsel unter der Therapie sowie bei ausbleibendem Therapieerfolg.

Die Erstellung des Antibiogramms erfolgt als quantitative Mikrodilution und basiert auf der Be-
stimmung der minimalen Hemmkonzentration (MHK) oder mittels Agardiffusionstest. Zur kli-
nischen Interpretation wird die ermittelte MHK dem mikrobiologischen Wirkprofil, der Kinetik,
Toxikologie und klinischen Wirksamkeit des Antibiotikums gegentibergestellt. Daraus ergibt sich
die Eingruppierung in Empfindlichkeitsbereiche. Seit Januar 2011 testen wir nach der europdischen
Norm EUCAST, nur in Einzelfallen nach anderen Normen (z.B. CLSI).

B sensibel (S) = empfindlich:
Therapieerfolg zu erwarten mit tblicher Dosierung bei geeigneter Indikation.
B intermedidr (I) = maBig empfindlich:
Therapieerfolg nur bedingt zu erwarten unter Berticksichtigung spezieller Kriterien (Infektions-
lokalisation, medizinisch vertretbare Hochstdosierung u.a.).
B resistent (R) = unempfindlich:
Therapieerfolg nicht zu erwarten, auch nicht mit zugelassener Héchstdosierung.

Die von uns routinemafBig getesteten Antibiotika bei den verschiedenen Erregergruppen sind auf
der nachsten Seite genannt.




5.2 Regelmallig getestete Antibiotika
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Karten fir die automatisierte
biochemische Identifizierung

*Auf gesonderte Anforderung: Ertapenem, Daptomycin, Doripenem, Ceftarolin, Ceftazidim/Avibactam,
Ceftolozan/Tazobactam und weitere

Grampositive Keime

Penicillin

Flucloxacillin
Erythromycin
Roxithromycin
Azithromycin
Clarithromycin
Clindamycin
Vancomycin
Teicoplanin

Linezolid

Fusidinsdure

Ampicillin
Ampicillin/Sulbactam
Amoxicillin/Clavulansaure
Piperacillin
Piperacillin/Tazobactam
Imipenem

Meropenem

Cefazolin

Cefaclor

Enterobacteriaceae/Pseudomonaden
u.a. Nonfermenter

Ampicillin
Ampicillin/Sulbactam
Amoxicillin/Clavulansaure
Piperacillin
Piperacillin/Tazobactam
Imipenem

Meropenem

Beispiele fiir
Handelsprdparate
versch. Préparate

Staphylex
versch. Praparate
Rulid
Zithromax
Klacid
Sobelin
Vancomycin
Targocid
Zyvoxid
Fucidine
Binotal
Unacid
Augmentan
Pipril
Tazobac
Zienam
Meronem
Gramaxin

Panoral
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Grampositive Keime

Cefuroxim

Cefotiam

Gentamicin
Tobramycin

Gentamicin Hochresistenz*

Levofloxacin
Moxifloxacin
Ciprofloxacin
Doxycyclin
Cotrimoxazol
Fosfomycin
Rifampicin

Tigecyclin

Enterobacteriaceae/Pseudomonaden
u.a. Nonfermenter

Cefuroxim
Cefuroxim-Axetil
Cefotiam
Cefotaxim
Ceftriaxon
Cefixim
Cefpodoxim
Ceftazidim
Cefepim
Gentamicin

Tobramycin

Amikacin
Levofloxacin
Moxifloxacin

Ciprofloxacin

Cotrimoxazol

Tigecyclin
Aztreonam
Colistin

Polymyxin B

Beispiele fiir
Handelspraparate

Zinacef

Elobact, Zinnat
Spizef

Claforan
Rocephin
Cephoral

Orelox, Podomexef
Fortum
Maxipime
Refobacin
Gernebcin
Refobacin

Biklin

Tavanic

Avalox

Ciprobay

versch. Préparate
versch. Préparate
Monuril, Infectofos
Rifa, Eremfat
Tigacyl

Azactam

*Wird nur getestet bei Nachweis von Enterococcus spp. in Blutkultur

50



5.3 Regelmallig getestete Antimykotika

Mikrodilutionstest; Resistenzpriifung
Antimykotika

Stoffgruppe Handelsname, Beispiele
Polyene
Amphotericin B Ambisome’ Trockensubstanz
Azole
Fluconazol Diflucan’, Fungata® u.a.m.
Itraconazol Itrazol’, Sempera’, Siros
Voriconazol Vfend"
Posaconazol Noxafil”

Echinocandine

Caspofungin Cancidas’

Anidulafungin Ecalta’

Micafungin Mycamine®
Pyrimidin

Flucytosin Ancotil®
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5.4 Austestung spezieller Resistenzmechanismen

Beta-Laktamase bei Staphylokokken,
Haemophilus spp. und Moraxella spp.

Beta-Laktamasen mit erweitertem
Spektrum (ESBL /AmpC) in Verbindung
mit Chinolonresistenz: (3MRGN)

Carbapenemresistenz;
bei Enterobacteriaceae (E. coli,
Klebsiella spp. u.a.m) (z.B. 4AMRGN)

Metallo-Beta-Laktamasen
Pseudomonas spp. und Acinetobacter
spp. (4MRGN)

Oxacillin-Resistenz von
Staphylokokken (z.B. MRSA)

Verdnderte Vancomycin-
Empfindlichkeit
von Staphylokokken

Vancomycin-Resistenz von
Enterokokken

Resistenzpriifung, Epsilometer-Tester

Es wird getestet, ob ein Isolat eine Beta-Laktamase produziert. Die Penicil-
line Penicillin, Ampicillin, Mezlocillin und Piperacillin werden durch diese
Beta-Laktamasen unwirksam gemacht.

Diese Resistenzmechanismen beinhalten eine Resistenz von Penicillinen
einschlieBlich ihrer Inhibitor-Derivate und von allen therapeutisch
einsetzbaren Cephalosporinen.

Dieser Resistenzmechanismus wird bei E. coli, Klebsiella spp., P. mirabilis
aber auch bei anderen gramnegativen Stabchen gefunden. Wir benutzten
spezielle Methoden, um diese Resistenzen zu detektieren.

Kann hervorgerufen werden durch Carbapenemasen oder Porinverlust. Fiihrt
zu Unwirksamkeit von Carbapenem-Antibiotika wie Imipenem, Meropenem,
Ertapenem und Doripenem.

Der Nachweis flihrt zu einer Resistenz aller Beta-Laktam-Antibiotika
einschlieBlich der Carbapeneme.

Durch ein verdandertes Penicillin-Bindeprotein PBP 2a (kodiert durch das
mecA-Gen) wird eine verminderte Affinitat zu Oxacillin eingeleitet.

Diese Resistenz beinhaltet ebenfalls eine Resistenz gegen alle
Beta-Laktam-Antibiotika.

Wir verwenden stets zwei Methoden zur Detektion, bei Zweifelsfallen finden
zusatzliche Untersuchungen Anwendung (z. B. molekularbiologischer
Nachweis des mecA-Gens, mecC-Gens).

Durch Verdickung der Wandstruktur kann bei Staphylokokken eine vermin-
derte Vancomycin und/oder Teicoplanin-Empfindlichkeit festgestellt werden.
Auch hier sind spezielle Techniken zur Austestung nétig.

Durch zwei Methoden wird dieser Resistenzmechanismus abgeklart, zusatz-
lich wird eine genaue biochemische Identifizierung der Enterokokken-Species
vorgenommen. Falls n&tig, zusatzliche molekularbiologische Bestimmung
des VanA- VanB- und VanC-Gens.
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6.0 Lagerung von Untersuchungsmaterialien

bis zur Abholung

Abstrich im
Transportmedium

Tracheal-,
Bronchialsekret

Bronchial-Lavagen

Sputum

Blutkulturen

Liquorin
Blutkulturflasche

Uricult

Urin

Stuhl

Biopsien

Kuhlschrank

X

Raumtemperatur

Brutschrank

X
Jvorbebritet”
auf Flasche schreiben

X
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Screeningmaterialien Screeninguntersuchunpen
bitts ankreuzenl bitts ankreuzen|
Screening auf MREANERA
= Mbeirich - Nass = MASAKuhr
3 Abairich - Nags f Rschan O WRSAPTA diralt
= Abirih - Fchan / Mund
1 Abeirich - Wunds
=1 Abalrich - Lowin
= Abwirich - Pedneum O WE3A KuRE (uinthiclin s bier Staph. surmm)
= Lringrohe O PYL-Blkdang  (Fenion-'aletin-_sulsidi; v.a. bl rdhiere nden
=] Abszsmmn mit MSAA oder MRBA)
Scresning auf YRE
= Abairich - mkigd = VREKullr
= Abirich Wunds [Baudh) O VREPCR rinid {rakial] - nur K Koniakdpallsnisn mmplohlsn!
O Lirfnmrobe
[

PRl . TSNS BT . Al = Ll
1 Absirich - rekinl O 4MRCN Enlsrohakisrien unl Adnsinhecer
0 Abalrich Rachan = 4RGN Enlorobakievion, Ac oldbacior und Pesedorsonss swuginom

J Abdrich Wunds: 0BRGN Pesudomonss asuginoss
= Winprobe = JMRGN Acinaiobectar

= Absirich - Hout groliliichiy (8. Lalel, Oboram) O A TRUN und AMFON-Baklonon
|
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