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Das technische Auge der modernen Mikrobiologie 
hat sich grundlegend verändert:

 Massenspektrometrie (MALDI-TOF)

 Molekulare Assays (Hochdurchsatz, syndromische Panels)

 Beschleunigte Empfindlichkeitsprüfung (RAST)

 Next generation sequencing (WGS, clinical 

metagenomics)

Diagnostischer Paradigmenwechsel in der Mikrobiologie



Chancen und Risiken der Einführung molekularer Testverfahren

Chances Threats
Schneller Ergebnisse 
(klinische Signifikanz)

Reduktion falsch-
negativer Befunde

Gezielte Therapie



Chancen und Risiken der Einführung molekularer Testverfahren

Chances Threats
Schneller Ergebnisse 
(klinische Signifikanz)

Hohe Kosten

Reduktion falsch-
negativer Befunde

Falsch-positive / 
Übertherapie

Gezielte Therapie Nicht indizierte AB 
Therapien

Bei der Durchführung syndromorientierter, molekularer Analytik ist die 
Definition eines “sweet spots” zur Erreichung optimaler Effekte 
notwendig.



(Syndrombasierte) molekulare Analytik verbessert die 
diagnostische Sensitivität

Ein erheblicher Teil der Gelenkinfektionen bleibt ätiologisch ungeklärt (d. h. 
kulturnegativ).

Infektionstyp % Kultur-negativ Referenz

Prosthetic joint infection 5 - 34 Tande and Patel, CMR 
2014

Native joint septic 
arthritis

15 - 60 Richebé et al, BMJ 2022
McBride et al., CID 2020



Berneking, Rohde et al., Int J Infect Dis 2022

Limitations of Broad range PCR approaches to pathogen detection



Synovial fluids sent for 
SOC (09/2022-09/2023) 

(n=169)

Per-specimen analysis 
Biofire JI Panel (n= 169)

Native joint 
infection (n=29) 

Prosthetic joint 
infection (n=24) 

Non-infectious 
inflammatory 
joint disease 

(n=30)

Non-infectious 
non-

inflammatory 
joint disease 

(n=86)

Berinson, Rohde, et al., unpublished data

SOC positive (%)

JI positive (%)

n=12 (41)
n=16 (55)

n=15 (62) n=0 n=0
n=20 (83) n=0 n=1

Bedeutung eines spPCR Panels bei der Dignostik von 
Gelenkinfektionen: eine prospektive Kohortenstudie



Turner et al., J Exp Orthopedics 2021

spPCR / Biofire JI Panel im Kontext der NJSA

spPCR als „rule in“ 
Instrument.

spPCR als Zusatz zur 
schnellen und 
sensitiven Analytik.



Molekulare Diagnostik mittels 16S rDNA PCR: das limit of 
detection

Malandain et al., CMI 2018



Molekulare Diagnostik mittels 16S rDNA PCR: das limit of 
detection

Malandain et al., CMI 2018

“…..it is essential that local implementation of the (PCR) panels is 
done in partnership with clinicians to ensure that there is a clear 
understanding of test characteristics, result interpretation, and 
appropriate test utilization.“
Hanson, JCM 2016



Order

Analyse Ergebnis

Inter-
pretation

DD Dx

Luz and Sinha (adapted with permission)
Messacar et al., JCM 2017

Multiplex-PCR Panel können die diagnostische Qualität 
verbessern

E. coli 0 0 0
H. Influenzae 0 0 0
L. 
monozytogenes 1 1 1
N. meningitidis 3 3 0
S. agalactiae 2 2 0
S. pneumoniae 12 13 6

CMV 0 0
Enteroviren 6 5
HSV1 0 0
HSV2 2 2
HHV6 3 3
Parechovirus 0 0
VZV 3 3

C. neoformans 1 1 1

BiofireUKE-PCR Kultur

Pfefferle, Rohde et al., BMC Infect Dis 2020 

Labor Reflex-
Test



Gramfärbung: 
Liquorpleozytose?

Biofire 
Filmarray

Standard-
diagnostik (Kultur)

Reflex-to-test – optimierte Nutzung von Ressourcen

18 Monate: 4623 Liquorproben

n=171 Proben analysiert



Pfefferle, Rohde et al., BMC Infect Dis 2020

Reflex-to-test – optimierte Nutzung von Ressourcen

 “...the per-patient yield of the ME panel increased 61.8% from an 

estimated 11.5% (53/459) positivity rate with no testing 

restriction to 18.6% (49/263) with criteria in place (P0.01).”
      Broadhurst et al., JCM 2020



Hatchette und Farina CMAJ 2011

Risikoprofil getriebener Algorithmus zum zielgerichteten Einsatz 
konventioneller Methoden: Anforderer

Für den optimalen Einsatz 
empfehlen klinische 
Guidelines selektive 
Testungen bei GI-
Infektionen: à la carte 
Strategie.
Hatchette und Farina CMAJ 2011



Claas et al., JMB 2013

In vielen klinischen Kontexten ist die Festlegung der Untersuchungsmethode/ des 
Untersuchungsumfangs traditionell auf Seite des Klinikers verankert.

 Untersuchungsumfang und 
Testcharakteristika häufig unbekannt – 
dies führt zu fehlerhaften / 
unvollständigen Anforderungen.

Fehlerhafte / unvollständige Anforderungen: Unkenntnis des 
Untersuchungsumfangs



Ramanan et al., CMI 2017

Syndromische multiplex PCR für den Nachweis von 
gastrointestinalen Pathogenen: one-stop-shop



Ramanan et al., CMI 2017

Syndromische multiplex PCR: vereinfachte Anforderung, 
transparenteres Output



Single center, UK, Notaufnahme oder stationäre Patienten innerhalb 48h nach Aufnahme
 278 Patienten (138 Pat. FilmArray Gastrointestinal Panel (BioFire), 140 Pat. Kontrolle)
Time to result: (BioFire vs. Kont.) (median (IQR)): 1.7 h (1.5–2.0) vs. 44.7 h (21.2 – 66.1),sig
Pat. ohne Erregernachweis (55% in BioFire vs. 74% in Kontrolle):

- Entisolation (PCR vs. Kont.): 73% vs. 34%, p<0.0001 

- Zeit bis Entisolation: 0.6 Tage (0.3 – 1.8) vs. 2.2 Tage (1.2 – 3.2), p<0.0001 
Antibiotikatherapie (BioFire vs. Kont.): 65% vs. 47%, p=0.0028

Klinische Konsequenzen einer spPCR auf das 
Patientenmanagement



Klinische Implikationen der Durchführung von syndromischen GI Assays

• Wahrscheinlichkeit des Nachweises von kausalen Pathogenen steigt im Vergleich zur à 
la carte Strategie.

• Ergebnisse sind schneller verfügbar.
• Assays können Einfluss auf das klinische Management nehmen (z.B. 

Isolationsmaßnahmen).

• Zusätzliche Kosten. 
• Klinische Signifikanz von Ergebnissen unklar (Nachweis von > 1 Pathogen [z.B. 

zusätzliche EPEC Nachweise in 10 – 30 %]).
• Risiko falsch-positiver Befunde. 
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5 Der breite Einsatz molekularer (multiplex) 
Diagnostik kann zu einer Erhöhung falsch-
positiver Befunde führen: Übertherapie 
droht.
Messacar et al., JCM 2017



PCR (Panel) Diagnostik: so einfach?

Order

Analyse Ergebnis

Inter-
pretation

DD Dx

Luz and Sinha (adapted with permission)
Messacar et al., JCM 2017

• Indikationsstellung: 
Verbindliche Festlegung 
diagnostischer Algorithmen 
(SOP).

• Kontinuierliche 
Überwachung des 
Testeinsatzes und der 
Performance (Lab utilization 
committee)

• Ergebnisintegration in 
klinische Handlungsfade: 
„Intention to test is 
intention to act“.



Ramanan et al., CMI 2018

Syndromatische Testung bei Atemwegsinfektionen
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Indikationen und geeignete Materialien bei V.a. tiefe 
Atemwegsinfektion

Klompas, UpToDate 2021 Koch, Rohde, Lütgehetmann, in revision 2023

Ungewöhnliche Epidemiologie viraler CAP 
Erreger Ende 2022

Empfehlungen zur Durchführung 
mikrobiologischer Analytik bei der CAP



Nutzen molekularer spPCR Panel bei der Pneumonie-
Diagnostik

Verbesserte diagnostische 
Ausbeute

Buchan et al., JCM 2020

11/46 Virus-positiven Proben wären durch 
konventionelle Anforderungsstrategien 
identifiziert worden.

Clarke et al., J Infection 2023
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Management Konsequenzen



• St Gallen, RCT, CAP, 208 Pat
• Unyvero Hospitalized Pneumonia Panel 

+  Therapieempfehlung
• Inadäquate ABX (Prim. EP): 47h vs. 

86h, sig
• kein Unterschied Nebenwirkungen, 

Outcome

• UK Southhampton, RCT, 200 ICU Pat (68 Pat 
CAP)

• FilmArray Pneumonia plus Panel(BioFire), Mo-Fr 
Kernarbeitszeit (Befundergebnis: 1.7h vs. 66.7h)

• Erregernachweis (PCR vs Kont): 71% vs 51%, 
sig

• Deeskalation (PCR vs Kont): 42% vs. 8%, sig
• kein Unterschied Nebenwirkungen, Outcome

Nutzen molekularer spPCR Panel bei der Pneumonie-
Diagnostik



Panelanalytik ist zielführend wenn 
(messbare) Ziele im klinischen 

Management definiert worden sind! 

The right test The right patient The right time

Wird das Ergebnis rechtzeitig 
zur Verfügung stehen, um die 
Behandlung optimal zu 
beeinflussen?

Ist der Test für das 
klinische Szenario 
geeignet?

Wird die klinische 
Versorgung des 
Patienten durch das 
Testergebnis 
beeinflusst?



Workflow optimization by introducing novel approaches to BC processing

Microscopy Species ID (MALDI-TOF)

BC positive Final report

Susceptibility testing

0,5 h (6) - 24 h 20 - 24 h

26 - 48 h

Species ID (mass spectrometry, PCR)



Coverage of resistance determinants on the BCID2 panel

Peri et al., BMC Infect Dis 2022



Molekulare Tests der Blutkulturanalytik: Einfluss auf Therapieoptimierung

Microscopy Species ID (MALDI-TOF) Susceptibility testing

0,5 h (6) - 24 h 20 - 24 h

26 - 48 h

Optimal

Molecular test for species ID + 
susceptibility prediction
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Blutkultur positiv Endbefund



•Beobachtungsstudie, 8 Kliniken New York & New Jersey, 2016-2018

•In 3 Kliniken blaKPC PCR (BCID, BioFire) etabliert

•137 Pat mit CRE-BSI (davon 89 Pat. KPC+) 

 51 Pat. haben blaKPC PCR bekommen 

 32 Pat KPC positiv getestet (1x falsch neg)

Satlin et al., CID 2022

Sterblichkeit (PCR vs. non-PCR):

14 Tage: 16% vs. 37%, p=0.007

30 Tage: 24% vs. 47%, p=0.007

Klinischer Impact beschleunigter BK Analytik

Schnellere Befundmitteilung: 16h vs. 64h 



Zielorientierung bei der Nutzung diagnostischer Verfahren 

Assay Pro Con

Maldi-ToF ID • Broad pathogen coverage
• Relatively fast
• Cheap
• Widely available

• No valid susceptibility prediction
• Labor-intensive 
• Slow (4 h short incubation)

Multiplex 
molecular 
assays

• Fast
• Short hands-on-time
• Easy to use
• Sensitive MRSA / VRE 

prediction

• Limited pathogen coverage
• Less sensitive in predicting Gram-

negative resistance
• Expensive

RAST (EUCAST) • Cheap (consumables)
• Reliable
• Broad coverage of resistance 

mechanisms in Gram-
negatives

• Labor-intensive
• Requires at least 4 h incubation time
• Restricted to some species

7.30 a.m. – 1 p.m. 
Same day: species ID + susceptibility Same day: species ID + MRSA / VRE / 

Carbapenemases

1 p.m. – 6 p.m. 



Order

Analysis Result

Interpret

Wie POC spPCR Assays zur Umstrukturierung diagnostischer 
Strukturen beitragen können

DD Dx

Luz and Sinah (adapted with permission)
Messacar et al., JCM 2017

Report

HC-provider

Lab service

<a href='https://de.freepik.com/vektoren/symbol'>Symbol Vektor erstellt von macrovector - de.freepik.com</a>

POC Lab

Analysis Result



Pai et al., Plos One 2012

Molekulare Testsysteme öffnen eine Tür zum POCT in der Infektiologie 



Order

Analyse Ergebnis

Interpret

spPCR  Analytik: sinnvoll wenn Ziele definiert und Assays 
strukturiert in Prozesse integriert werden

DD Dx

Luz and Sinha (adapted with permission)
Messacar et al., JCM 2017

Reflex-to-test

 Elektronische 
Anforderungsunterstützung

 Laboratory test utilization 
committee

 Untersuchungsablehnung

 POCT / dezentrale Lösungen 
zur Beschleunigung von 
high impact Diagnostiuk

Ergebnisinterpretation



Kontakt
Prof. Holger Rohde
Institut für Medizinische Mikrobiologie, Virologie und Hygiene
Universitätsklinikum Hamburg-Eppendorf
Martinistrasse 52
D-20246 Hamburg

Email: rohde@uke.de
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