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Titel der Studie:

Evaluierung eines Transkriptom-basierten Immunmonitorings
(SIQNATURE®) und einer PCR zum Nachweis mikrobieller
DNA (VYOO®) bei kritisch Kranken

Kurzbezeichnung der
Studie:

SIQICU

Indikation:

Perioperative Intensivpatienten mit hohem Infektionsrisiko

Primares Ziel der Studie:

Korrelation SIQ-Score® mit der klinischen Diagnose (SIRS,
Sepsis, schwere Sepsis, septischer Schock)

= Korrelation von SIQNATURE® mit Organdysfunktionen

Sekundare Ziele der Studie: (SOFA-Score)
= Korrelation von SIQNATURE® mit Inflammations-
markern
= Korrelation von SIQNATURE® mit ITS-Liegezeit und
ITS/Krankenhaus-Letalitat
» Haufigkeit positiver VYOO®-Tests bei positivem
SIQNATURE®
= Korrelation VYOO® mit Blutkultur
= Korrelation VYOO® mit anderen mikrobiologischen
Nachweisen vom Ort der Infektion
= Korrelation von VYOO® mit Organdysfunktionen
(SOFA-Score)
= Korrelation von VYOO ® mit Inflammationsmarkern
» Korrelation von VYOO® mit ITS-Liegezeit und
ITS/Krankenhaus-Letalitat
Studiendesign: Prospektive, monozentrische, unkontrollierte Kohortenstudie

Studienpopulation:

Einschlusskriterien:

e |TS-Aufnahme aufgrund einer der folgenden
Erkrankungen
o Hohes Risiko fur die Entwicklung einer Sepsis:
= Leber-Transplantation
Niere-Pankreastransplantation
Osophagusresektion
Pankreaskopfresektion (z.B. Whipple-OP)
Notfalllaparotomie (einschl. diagnostischer
Laparotomie)
= Kardiochirurgischer Kombinationseingriff
» Aufnahme Uber die Zentrale Notaufnahme
» Wiederaufnahme eines ITS-Patienten
Oder
o Patienten mit manifester Infektion
= Endokarditis
=  Pneumonie
= Schwere Sepsis/ septischer Schock (nicht alter
als 48 Std.)
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Ausschlusskriterien:

e Alter <18 Jahre
Schwangere oder stillende Frauen
Einverstandniserklarung nicht einholbar
Patienten mit Therapieeinschrankung (z.B. DNR)
Patienten mit infauster Prognose

Patientenzahl:

500 (max. 10 Patienten nach Transplantation)

StudienmaBnahmen

Blutentnahmen tber 10 Tagen fur SIQNATURE®
(Transkriptom-basierter Test zur Differenzierung eines SIRS
infektidser von einem SIRS nicht-infektidser Genese). Bei
klinischer Indikation Abnahme einer Blutkultur und VYOO®
(PCR basierter Erregernachweis).

Zeitplan:

Geplante Studiendauer: 24 Monate
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1.3 Studienablauf
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VYOO®/Blutkultur

S: Screening; B: Baseline; N: new episode of sepsis

Bei Patienten ohne SIRS-Kriterien, ohne Anhalt fiir eine Infektion und einem SOFA < 4 wird die Visiten
(Tage 1-9) nicht durchgefiihrt.

" nur wenn Blutkultur aus klinischer Indikation notwendig ist.
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2 Rationale und Fragestellung

Sepsis ist definiert als eine systemische Entziindungsreaktion ausgeldst durch einen
mikrobiologischen Erreger. Diese Definition wurde in einer Konsensuskonferenz des American
College of Chest Physicians und der Society of Critical Care Medicine 1992 erstmals entwickelt
(1) und ist seither international Einschlusskriterium fur klinische Studien. Seit 2005 sind diese
Kriterien zudem verbindliche diagnostische Kriterien innerhalb des deutschen ICD-10
Klassifikationssystems (www.dimdi.de). Die im Rahmen der als Systemic Inflammatory
Response Syndrome (SIRS) bezeichneten systemischen Entziindungsreaktion freigesetzten
primaren und sekundaren Mediatoren bestimmen malfgeblich die pathophysiologischen Folgen
der Sepsis. Die multifaktorielle Beeintrachtigung der Gewebesauerstoffversorgung, vermehrte
Apoptose sowie die direkte Gewebeschadigung durch freigesetzte Sauerstoffradikale aus
aktivierten Leukozyten sind letztlich fir die Entwicklung eines Multiorgandysfunktionssyndrom
(MODS) verantwortlich, dessen Fortschreiten bei Patienten mit Sepsis die haufigste
Todesursache darstellt.

Entscheidend fur die Diagnose einer schweren Sepsis ist das Auftreten mindestens einer
infektionsbedingten neuen Organfunktionsstérung. Das Ausmafd der Organdysfunktion kann mit
Hilfe des SOFA-Scores quantifiziert werden. Die Diagnose der zugrunde liegenden Infektion ist
bei kritisch kranken Patienten jedoch nicht selten mit Schwierigkeiten verbunden. Positive
mikrobiologische Befunde in unterschiedlichen Isolaten (Atemwegssekret, Urin, Wund- und
Hautabstrich etc.) sind haufig bei kritisch kranken Patienten und koénnen als klinisch
unbedeutende Kolonisation mit mikrobiologischen Erregern oder als klinisch relevante Infektion
interpretiert werden. Eine sichere Zuordnung ist bisher nicht mdéglich und fihrt zu einer
"Ubertherapie” mit antimikrobiellen Pharmaka, wodurch Resistenzen, Toxizitdt und Kosten
erheblich gesteigert werden. Auch eine Bakteridmie oder Fungadmie - ein Goldstandard der
mikrobiologischen Diagnostik der Sepsis - findet sich selbst in klinischen Studien, in denen die
Abnahme von Blutkulturen im Protokoll vorgeschrieben werden, nur bei durchschnittlich 30%
von Patienten mit schwerer Sepsis oder septischem Schock (2-4). Im klinischen Alltag betragt
diese Rate sogar nur 10% (5). Insgesamt kann in ca. 30 % - 50 % kein mikrobiologisch
gesicherter Infektionsnachweis gefihrt werden, obwohl eine Infektion nach klinischen Kriterien
hochwahrscheinlich ist (6-8). Kritisch kranke Patienten auf der Intensivstation entwickeln zudem
haufig Fieber, eine Leukozytose und eine Erhdhung des C-reaktiven Proteins, ohne dass eine
Infektion als Ursache nachgewiesen werden kann.



SIQNATURE®/VYOO®
Studien ID: SIQICU VERTRAULICH Version: 2.2

Status: Final

Datum: 21.04.2009

Moderne molekularbiologische Diagnoseverfahren kdnnten geeignet sein, ein SIRS infektiéser
von einem SIRS nichtinfektioser Genese. So erlauben Transkriptom-basierte Verfahren mittels
differenzieller Genexpressionsanalyse die Zustandsbeschreibung der Aktivierung leukozytarer
Gene. In diesem Zusammenhang war es mdglich, die molekularen Mechanismen der
systemischen Inflammation bei Patienten mit koronarchirurgischen Eingriffen mit und ohne Herz-
Lungen-Maschine zu beschreiben (9). In vitro konnten unterschiedliche Gen-Expressionen
zwischen unstimulierten Leukozyten und mit Gram-positiven bzw. Gram-negativen Erregern
stimulierte Leukozyten nachgewiesen werden (10). Bei Patienten mit schwerer Sepsis war es
moglich, charakteristische Genexpressionsprofile zu erstellen (11-14). In einer weiteren Studie
konnte gezeigt werden, dass mit diesem Verfahren auch Infektionen durch verschiedene Erreger
differenziert werden koénnen (15). In einer vorangegangenen Studie mit einem speziell
entwickelten Microarray (SIRS-Lab GmbH, Jena) fur die differenzielle Genexpressionsanalyse
mehrerer tausend inflammationsrelevanter Gene war es moglich, spezifische Genexpressions-
profile fir ein SIRS unterschiedlicher Genesen zu erstellen (unpubliziert). Jedoch ist diese
Technologie zu aufwendig fur die tagliche Diagnostik auf der Intensivstation. Daher wurden aus
dem Datenpool sieben Gene identifiziert, mit deren Aktivierungsgrad eine Unterscheidung eines
SIRS infektiéser von nicht-infektioser Genese am besten mdglich war. Dieser Test
(SIQNATURE®-Test, SIRS-Lab GmbH) erlaubt eine Bestimmung innerhalb eines Arbeitstages
und erlaubt eine einfache klinische Interpretation mit Hilfe eines Scores.

Ein weiterer Baustein in der Sepsis-Diagnostik ist der Nachweis des die Infektion
verursachenden Erregers. Die gegenwartig verwendeten kulturbasierten Verfahren liefern ein
Ergebnis jedoch erst nach mehreren Tagen. Der behandelnde Arzt muss seine Therapie daher
zunachst ohne Kenntnis des mikrobiologischen Befundes einleiten. Mittels PCR ist es mdglich,
mikrobielle DNA im Blut von Patienten nachzuweisen. Bisherige Daten sind viel versprechend,
da eine hohere Sensitivitat in der Detektion der Pathogene gezeigt werden konnte und die
Ergebnisse schneller vorlagen (16, 17). Darlber hinaus konnte nachgewiesen werden, dass der
Nachweis von mikrobieller DNA im Blut einen signifikanten Befund darstellt und Patienten mit
hoher Krankheitsschwere identifiziert (18). Mit dem VYOO®-Test (SIRS-Lab GmbH, Jena) steht
nun eine PCR basierte Methode zur Pathogenidentifizierung zur Verfligung, die 40 verschiedene
Erreger nachweisen kann.

Trotz bisher viel versprechender Ergebnisse ist die Datenlage noch gering und die Interpretation
und Anwendung der Testergebnisse daher schwer. In der vorliegenden Studie soll daher
untersucht werden, in wie weit Ergebnisse des SIQNATURE®-Tests durch den klinischen
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Verlauf des Patienten bestatigt werden und in wie weit der VYOO®-Test bei positivem
SIQNATURE®-Test zusatzliche Erkenntnisse liefern kann.

3 Studienziele

3.1 Primares Ziel

Als primares Studienziel ist zu prufen, ob der SIQNATURE®-Test die Entwicklung eines SIRS
infektidser Genese (Sepsis) bei Hochrisikopatienten korrekt und friihzeitiger wiedergibt als
konventionelle Inflammations- bzw. Sepsismarker. Dazu soll der SIQ-Score® mit der klinischen
Diagnose (SIRS, Sepsis, schwere Sepsis, septischer Schock) im zeitlichen Verlauf korreliert
werden.

3.2 Sekundare Ziele

In den sekundaren Studienzielen soll untersucht werden
¢ Korrelation von SIQNATURE® mit Organdysfunktionen (SOFA-Score)
¢ Korrelation von SIQNATURE® mit Inflammationsmarkern
¢ Korrelation von SIQNATURE® mit ITS-Liegezeit und ITS/Krankenhaus-Letalitat
o Haufigkeit positiver VYOO®-Tests bei positivem SIQNATURE®
¢ Korrelation VYOO® mit Blutkultur
¢ Korrelation VYOO® mit anderen mikrobiologischen Nachweisen vom Ort der Infektion
¢ Korrelation von VYOO® mit Organdysfunktionen (SOFA-Score)
¢ Korrelation von VYOO® mit Inflammationsmarkern
e Korrelation von VYOO® mit ITS-Liegezeit und ITS/Krankenhaus-Letalitat

4 Studienbeschreibung

4.1 Studiendesign

Die Studie wird als prospektive, monozentrische, unkontrollierte Kohortenstudie durchgefiihrt. Es
sollen 500 Patienten in die Studie eingeschlossen werden. Dabei sollen maximal 10 Patienten
mit Z. n. Transplantation eingeschlossen werden, da die Validitdt des SIQNATURE®-Tests bei
Immunsuppression fraglich ist. Weitere Patienten dieses Kollektivs werden nur nach einer
Zwischenanalyse dieser 10 Patienten eingeschlossen.

10
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4.2 Erwartete Studiendauer

Die individuelle Studiendauer betragt maximal 10 Tage, sofern der Patient solange auf der
Intensivstation liegt. Sollte ein Studienpatient langer als 10 Tage auf der Intensivstation
verbleiben, so kdnnen zusatzliche Studientage anfallen, sofern der Patient eine Sepsis
entwickelt. Eine Nachbeobachtung ist nicht vorgesehen Bei einer Rekrutierungsrate von ca. 20
Patienten pro Monat wird von einer Rekrutierungszeit 24 Monaten ausgegangen. Fir die
folgende biometrische Analyse und Verfassung der Publikation ist ein Zeitraum von 3 Monaten
vorgesehen. Danach ist die Studie formal beendet.

5 Studienpopulation

5.1 Einschlusskriterien

Fir den Einschluss in die Studie missen alle Kriterien erfillt sein.
e ITS-Aufnahme aufgrund einer der folgenden Erkrankungen
o Hohes Risiko fur die Entwicklung einer Sepsis:
= Leber-Transplantation
= Niere-Pankreastransplantation
= Osophagusresektion
» Pankreaskopfresektion (z.B. Whipple-OP)
* Notfalllaparotomie (einschl. diagnostischer Laparotomie)
= Kardiochirurgischer Kombinationseingriff
¢ Aufnahme Uber die Zentrale Notaufnahme
o Wiederaufnahme eines ITS-Patienten
Oder
o Patienten mit manifester Infektion
= Endokarditis
= Pneumonie

= Schwere Sepsis/ septischer Schock (nicht alter als 48 Std.)

5.2 Ausschlusskriterien

Fir den Einschluss in die Studie darf keines der folgenden Kriterien erfullt sein
e Alter <18 Jahre
e Schwangere oder stillende Frauen

e Einverstandniserklarung nicht einholbar

11
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e Patienten mit Therapieeinschrankung (z.B. DNR)

e Patienten mit infauster Prognose

6 Individueller Studienablauf

6.1 Priifung der Ein- und Ausschlusskriterien

Nur Patienten, die alle Einschlusskriterien und keines der Ausschlusskriterien erfiillen, konnen in
die Studie aufgenommen werden. Die Entscheidung zum Studieneinschluss erfolgt durch den
diensthabenden Oberarzt der Intensivstation bzw. durch die Studienkoordinatoren.

6.2 Einwilligungserklarung

Nach Prifung der Ein- und Ausschlusskriterien erfolgt die Aufklarung und Einholung der
Einwilligungserklarung. Diese wird mittels vorgefertigter Formulare durchgefihrt.

6.2.1 Aufklarung und Einwilligungserklarung einwilligungsfahiger Patienten

Einwilligungsfahige Patienten werden vor der Studie mundlich und schriftlich aufgeklart. Der

Patient erteilt darin seine schriftliche Einwilligung, an der Studie teilzunehmen.

6.2.2 Aufklarung und Einwilligungserklarung nicht einwilligungsfahiger Patienten

Es ist davon auszugehen, dass es sich wegen der Schwere der Erkrankung bei den
einzuschlielenden Studienpatienten gréRtenteils um nicht einwilligungsfahige Patienten handelt.
In diesem Fall wird eine mundliche oder schriftliche Einwilligungserklarung des Patienten vor
Beginn der Studie nicht einzuholen sein.

Bei fehlender Einwilligungsfahigkeit soll eine schriftliche Einwilligung eines gesetzlichen
Betreuers (Aufgabenkreis Gesundheitsflursorge) des Patienten eingeholt werden. Liegt bei
Studieneinschluss noch keine Betreuung vor, so wird der mutmalRliche Wille des Patienten bei
den Angehdrigen erfragt.

Kann jedoch innerhalb einer angemessenen Frist ein Einverstandnis nicht eingeholt
werden oder erfolgt ein Widerspruch des Betreuers oder Angehoérigen, wird die
Teilnahme des Patienten an der Studie sofort beendet. Alle bis dahin enthommenen
Blutproben werden vernichtet.

12
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6.2.3 Ricknahme der Einwilligung

Patienten bzw. deren Betreuer kdénnen jederzeit und ohne Angabe von Grinden ihre

Einwilligung zuriickziehen und die Teilnahme an der Studie abbrechen. In diesem Fall werden

alle Studiendaten unverziglich geléscht und noch nicht verarbeitete Proben vernichtet.

6.2.4 Nachtragliche Feststellung von Verletzungen der Ein- und Ausschlusskriterien

Wird nachtraglich festgestellt, dass zum Zeitpunkt des Studieneinschlusses eine Verletzung der

Ein- und Ausschlusskriterien vorlag, so wird der Patient aus der Studie ausgeschlossen.

6.3 Beschreibung des Studienablaufes

Die Visiten sind nur dann durchzufihren, sofern der Patient noch auf der Intensivstation

behandelt wird.

6.3.1

6.3.2

Visite nach Studieneinschluss (Baseline)

Entnahme fir SIQNATURE®, bei elektiven chirurgischen Patienten erfolgt die Abnahme
praoperativ nach Einleitung der Narkose

Entnahme fir VYOO®, sofern eine Blutkultur aus medizinischer Indikation (z. B. neue
Infektion) entnommen wird.

Erhebung der demographischen Daten

Erhebung der Diagnosen und Nebendiagnosen

Erhebung der operativen Eingriffe

Berechnung des SAPS-Il und des APACHE-II-Score

Erhebung der Begleitmedikation (insbesondere Antibiotika)

Erhebung von Infektionen und des Sepsis-Status (SIRS, Sepsis, schwere Sepsis,
septischer Schock)

Erhebung der Ergebnisse mikrobiologischer Untersuchungen (einschlieRlich
Resistenzspektrum)

Erhebung bestehender Organdysfunktionen (Berechnung des SOFA-Score)

Erhebung des taglichen Routine-Labors (insbesondere inflammationsrelevante
Parameter einschlieRlich Procalcitonin)

Visiten Tag 1-9 nach Studieneinschluss

Bei Patienten ohne SIRS-Kriterien, ohne Anhalt fiir eine Infektion und einem SOFA < 4 wird die
Visite nicht durchgefuhrt.

13
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e Entnahme fir SIQNATURE®.

e Entnahme fir VYOO®, sofern eine Blutkultur aus medizinischer Indikation (z. B. neue
Infektion) entnommen wird.

e Erhebung der operativen Eingriffe

e Erhebung der Begleitmedikation (insbesondere Antibiotika)

e Erhebung von Infektionen und des Sepsis-Status (SIRS, Sepsis, schwere Sepsis,
septischer Schock)

e Erhebung der Ergebnisse mikrobiologischer Untersuchungen (EinschlieRlich
Resistenzspektrum)

e Erhebung bestehender Organdysfunktionen (Berechnung des SOFA-Score)

e Erhebung des taglichen Routine-Labors (insbesondere inflammationsrelevante
Parameter einschlieRlich Procalcitonin)

6.3.3 Visiten nach Tag 9 bei einer neu aufgetretenen Sepsis

Im Falle einer neu aufgetretenen Sepsis beginnt erneut ein Abnahmezyklus von max. 10 Tagen
wie unter 6.3.1 und 6.3.2 beschrieben.

7 Verfahren zur Diagnostik und Datengewinnung

7.1 Der SIQNATURE®-Test

Der SIQNATURE®-Test (SIRS-Lab GmbH, Jena) erlaubt die Unterscheidung eines SIRS
infektioser und nicht-infektioser Genese mittels Genexpressionsanalyse. Fir die
Testdurchflhrung ist die Abnahme von Vollblut in ein PaxGene®-Rdéhrchen notwendig. Das
PaxGene®-Rohrchen wird unmittelbar nach Beflllung eingefroren.

Die Testdurchflihrung erfolgt in der SIRS-Lab GmbH Jena. Aus dem Vollblut wird zunachst die
leukozytare RNA isoliert. Mittels Multiplex-PCR  wird die RNA von sieben
inflammationsrelevanten Genen bestimmt und ausgewertet. Aus den Testergebnissen wird ein
Score (SIQ-Score) berechnet. Der SIQ-Score kann Werte zwischen -50 und +50 einnehmen.
Negative Score-Werte stehen fur ein SIRS nicht-infektidser Genese und positive Score-Werte
fur ein SIRS infektidser Genese. Dabei liegen Werte zwischen -6,5 und +6,5 in einem
indifferenten Bereich (Konvergenzzone).
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7.2 Der VYOO®-Test

Der VYOO®-Test erlaubt den Nachweis mikrobieller
Resistenzgenen (siehe Tabelle 1) aus dem Blut. Fir die Testdurchfiihrung ist die Blut-Entnahme

DNA sowie einiger bakterieller

durch eine frische vendse Punktion unter sterilen Bedingungen in ein 5 ml EDTA-Rohrchen
notwendig. Die Blutentnahme soll zeitgleich mit der Blutkultur und Uber die gleiche
Punktionsstelle erfolgen, so dass fir Blutkulturen und VYOO® nur eine einzige Punktion
notwendig ist. Die Bestimmungen mittels Multiplex-PCR erfolgen im Institut fur Medizinische
Mikrobiologie des Universitatsklinikum Jena.

Tabelle 1: Spezies und Resistenzen nachweisbar mittels VYOO® (Target-Liste)

Bakterien Pilze Resistenzen
Acinetobacter Prevotella Aspergillus fumigatus | Vancomycin vanA
baumanii melanogenica

Bacillus cereus

Proteus mirabilis

Candida albicans

Vancomycin vanB

Bacteroides fragilis Pseudomonas Candida glabrata Vancomycin vanC
aeruginosa
Burkholderia cepacia | Serratia marcescens | Candida krusei B-Laktamase blaSHV
Clostridium Staphylococcus Candida parapsilosis | Methicillin mecA
perfringens aureus
Enterobacter Staphylococcus Candida tropicalis
aerogenes epidermidis
Enterobacter cloacae | Staphylococcus Fungi spp.
haemolyticus
Enterococcus faecalis | Staphylococcus
hominis
Enterococcus faecium | Staphylococcus
saprophyticus
Escherichia coli Stenotrophomonas
maltophilia
Haemohilus Streptococcus
influenzae agalactiae
Klebsiella oxytocca Streptococcus

dysgalactiae

Klebsiella Streptococcus bovis

pneumoniae

Morganella morganii | Streptococcus
mutans

Neisseriia Streptococcus

meningitidis pneumoniae

Prevotella buccae Streptococcus
pyogenes

Prevotella intermedia | Streptococcus
sanguinis
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8 Dokumentation

Der Uberwiegende Anteil der zu erfassenden Daten wird routinemafig bei Intensivpatienten
erhoben. Die Dokumentation studienrelevanter Daten in eine Datenbank erfolgt durch die
Studienschwestern der Studieneinrichtung. Die Art der zu dokumentierenden Daten ergibt sich
aus den Visiten (siehe Kapitel 6.3).
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