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Arbeitshypothese und Fragestellung

1 Arbeitshypothese und Fragestellung

Nosokomiale Infektionen sind ein Problem von allgemein anerkannter medizinischer
und 6konomischer Relevanz. Jahrlich erkranken in Europa 3 Millionen Menschen an
einer Infektion, die sie sich wihrend eines Klinikaufenthaltes zugezogen haben. Die
Zahl dieser Infektionen steigt weiterhin. Eine der hé&ufigsten Formen stellen
Septikdimien dar, welche aus der Besiedlung von intravasalen Kathetern mit
Bakterien resultieren. Eine Katheterbesiedlung kann mit derzeitigen Methoden erst
nach 24 bis 48 Stunden nachgewiesen werden. Die Entwicklung innovativer
Methoden zur Beschleunigung der Diagnose und Identifizierung des

Infektionsherdes sind somit von groBer klinischer Bedeutung.

Jede lebende Zelle produziert Wirme. Bereits in fritheren Studien mit einem
Mikrokalorimeter wurde eine neue Moglichkeit gezeigt, Mikroorganismen anhand
ihrer Wirmeabgabe nachzuweisen. Der erfolgreiche Einsatz der Mikrokalorimetrie in
der Medizin zum Nachweis von Bakterien konnte eine schnellere, kosteneffektive
und leicht handhabbare Nachweismethode darstellen. Gegenstand dieser Arbeit ist
die Untersuchung von bakteriell kolonisiertem Gefédkathetermaterial mittels

Mikrokalorimetrie in der Pidiatrischen und Neonatologischen Intensivmedizin.
Zentrale Fragen der vorliegenden Arbeit bestehen darin, ob
e die Mikrokalorimetrie eine Keimdetektion an Venenkathetern ermoglicht,

e die Wiarmeflussmessungen schneller ein Ergebnis liefern als konventionelle

mikrobiologische Methoden und

e diese Methodik sogar eine Keimidentifikation erlaubt.
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2 Einleitung

2.1 Katheterassoziierte Infektionen

2.1.1 Verbreitung und Keimspektrum

Da fiir eine Vielzahl von medizinischen MaBBnahmen intravasale Zugénge benotigt
werden, ist der Einsatz von Venenkathetern unverzichtbar geworden (Raad and
Hanna, 2002). Dies gilt uneingeschrinkt auch oder gerade fiir die Behandlung von
neonatologischen und péadiatrischen Intensivpatienten. Die Terminologie zur
Unterscheidung verschiedener Katheter kann sich nach dem Gefdll richten (z.B.
periphervends, zentralvends oder arteriell); der vorgesehenen Einsatzdauer (z.B.
vorriibergehend oder kurzzeitig gegeniiber dauerhaft oder langzeitig); der
Insertionsstelle (z.B. subklavikulér, femoral, juguldr und Einschwemmkatheter); dem
Weg von der Haut zu dem GefidBl (z.B. getunnelt gegeniiber nicht getunnelt); der
physischen Linge (z.B. kurz gegeniiber lang); oder nach speziellen Charakteristiken
(z.B. Vorhandensein oder Fehlen einer Manschette, Imprignierung mit Heparin,

Antibiotika oder Antiseptika, und die Anzahl an Lumen).

Als im Krankenhaus erworbene oder auch nosokomiale Infektionen betrachtet man
solche Infektionen, die nicht zum Zeitpunkt der Aufnahme bereits manifest oder aber
in der Inkubation waren (Garner et al., 1988). Nosokomiale Infektionen stellen eine
der bedeutendsten Herausforderungen der modernen Medizin dar. Thre Bedeutung
lasst sich bei Blick auf eine der grofiten Datensammlungen beziiglich nosokomialer
Infektionen, der EPIC Studie aus dem Jahr 1992, abschitzen. In dieser 1-Tages-
Punkt-Analyse (28.04.1992) wurden aus 2.064 Intensivstationen in Westeuropa
10.038 Patienten beurteilt. 4.501 Patienten litten an einer Infektion und 21% davon
an einer im Krankenhaus erworbenen Infektion (Vincent et al., 1995). Die
katheterassoziierten Septikdmien sind nach Harnwegsinfektionen, Wundinfektionen

und  Pneumonien  die  hiufigsten  nosokomialen  Infektionen.  Auf
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Kinderintensivstationen stehen sie sogar an erster Stelle (National Nosocomial
Infections Surveillance, 2004; Richards MJ, 1999). Jahrlich treten in den USA
schiatzungsweise  250.000 bis  500.000 katheterassoziierte  Blutstrom -
Infektionsepisoden auf (Maki, 1981; Banerjee et al., 1991; Heiselman, 1994; Raad,
1998; Mermel, 2000). In einer Untersuchung des National Nosocomial Infection
Surveillance (NNIS)-Systems bei der die Krankenakten von 498.998 Patienten
beurteilt wurden, sind 87% der Félle von Sepsis mit einem zentralen Venenkatheter
assoziiert (National Nosocomial Infections Surveillance, 2002). Zentrale
Venenkatheter sind somit die hédufigste Ursache nosokomialer Blutstrominfektionen
(Maki, 1981; Banerjee et al., 1991; Raad, 1998). Diese katheterassoziierten
Infektionen (KAI) haben signifikanten Einfluss auf Morbiditit und Mortalitit
hospitalisierter Patienten (Siempos et al., 2009; Geffers et al., 2010; Vincent et al.,
1995). Die den KAI zurechenbare Mortalitit variiert in verschiedenen Studien von
keinem Anstieg (Soufir et al., 1999; DiGiovine et al., 1999; Rello et al., 2000) bis zu
35% Anstieg (Collignon, 1994; Pittet et al., 1994). Der Krankenhausaufenthalt wird
durch eine KAI um 10 bis 40 Tage verlidngert (DiGiovine et al., 1999; Pittet et al.,
1994). Die entstehenden Kosten pro Infektion belaufen sich schitzungsweise auf
34.508% - 56.000$ (Dimick et al., 2001; Rello et al., 2000) und die jéhrlich
anfallenden Kosten der Behandlung von Patienten mit Kathetersepsis reichen von

296 Millionen Dollar bis 2,3 Milliarden Dollar.

Die Inzidenz Kkatheterassoziierter Infektionen variiert je nach untersuchtem
Patientengut und medizinischer Einrichtung. Fiir die USA liegt die Inzidenz bei 5,3
pro 1000 Kathetertagen in Pédiatrischen Intensivstationen (PICUs) und bei 3,1 - 6,4
pro 1000 Kathetertagen in Neonatologischen Intensivstationen (NICUs) (Smith,
2008). In Europa liegt die Inzidenz in Intensivstationen (ICUs) bei 1,1 - 4,2 pro 1000
Kathetertagen (Tacconelli et al., 2009).

Bei nicht getunnelten Kurzzeitkathetern ohne Manschette stellt die Hautflora im

Bereich der Punktionsstelle den Hauptursprung einer Kolonisierung mit Bakterien
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dar. Mikroorganismen wandern auf der &duBeren Katheteroberfliche durch
intrakutane und subkutane Bereiche und fiihren letztendlich zu einer Kolonisierung
der intravaskuldren Katheterspitze (Maki et al., 1997; Mermel et al., 1991; Raad et
al., 1993). Pradilektionsstelle fiir eine Kolonisation von Langzeitkathetern, wie
getunnelte Silikonkatheter mit Manschette oder implantierbaren Ports, ist das Lumen
des Anschlussstiicks (Hub) oder die Kammer des Ports. Diese Orte konnen von
medizinischem Personal durch Arbeiten am Katheter kontaminiert werden (Raad et
al., 1993; Sitgesserra et al., 1984). Himatogene Besiedelung des Katheters durch
Bakteridmie anderen Ursprungs und Kontamination der infundierten Medikamente
stellen weitere Infektionswege dar (Eggimann et al., 2004; Elliott, 2000).
Entsprechend der Pathogenese von katheterassoziierten Infektionen konnen die am
hiufigsten nachgewiesenen Erreger der humanen Hautflora zugerechnet werden. Es
handelt sich dementsprechend formal um endogene Infektionen. Die hdufigsten von
KAI isolierten Mikroorganismen sind: Koagulase-negative Staphylokokken (KNS)
(34%), Staphylococcus aureus (17%), Enterobacter spp. (9%), Candida spp. (9%),
Klebsiella spp. (6%), Pseudomonas spp. (6%) und Enterococcus spp. (6%) (Munoz
et al., 2004). Bei Neugeborenen hingegen sind Koagulase negative Staphylokokken
fiir 51% der KAI verantwortlich, gefolgt von Candida spezies, Enterokokken und

gram-negativen Stibchenbakterien (Gaynes et al., 1996; Baltimore, 1998).

Bei dringendem Verdacht oder Diagnose einer KAI wird eine kalkulierte
antibiotische Therapie eingeleitet. AuBerdem wird empfohlen, einen infizierten
Katheter zu entfernen, da ansonsten ein hohes Risiko eines Rezidivs der KAI besteht.
Die Entfernung des Katheters ist obligatorisch bei komplizierten oder schweren
Infektionen wie Schock, persistierendem Fieber oder Bakteridamie, oder bei
bestimmten Mikroorganismen wie S. aureus oder Candida spp. (Mermel et al.,
2001). Die Pravention von KAI basiert wie die anderer nosokomialer Infektionen auf
den Grundregeln der Hygiene, von welchen die Handedesinfektion die Wichtigste ist

(Eggimann et al., 2000).
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2.1.2 Pathogenese

Wesentliches Merkmal von katheterassoziierten Infektionen ist der Nachweis von
Oberfliche-adhidrenten Bakterien. Diese sind festhaftend, in mehreren Lagen,
eingebettet in eine extrazellulire Matrix auf der Katheteroberfliche organisiert.
Diese Organisationsform wird auch als Biofilmbildung bezeichnet. Gerade
Koagulase-negative Staphylokokken zeichnen sich durch ihre Fihigkeit zur
Biofilmbildung aus. Daher ist dieses Phidnomen bei diesen Erregern und vor allem
Staphylococcus epidermidis besonders detailliert untersucht worden und soll hier

niher beschrieben werden.

Biofilme definiert Costerton et al. als sesshafte Gemeinschaft mikrobiellen
Ursprungs, die reversibel an ein Substrat oder einer Oberfldche anheftet, die in einer
eigens produzierten Matrix aus polymeren Substanzen eingelagert sind und einen
verdnderten Phéanotyp in Bezug auf Wachstumsrate und Gentranskription aufweisen
(Costerton et al., 1999; Donlan and Costerton, 2002). In Biofilmen entwickeln
Bakterien vollstindig unterschiedliche Charakteristika als in Suspensionen,
sogenannten planktonischen Formen. Im Hinblick auf intravasale Zuginge haben
Biofilme verheerende Auswirkungen auf die Virulenz der KAI (O'Toole and Kolter,
1998). Aber auch bei vielen anderen Infektionen wie Karies, zystische Fibrose,

Osteonekrose, Harnwegs- und Augeninfektionen erhdhen Biofilme die Virulenz.

Mikroorganismen kolonisieren Katheter, indem sie, begiinstigt durch an der
Katheteroberfliche angelagerte Wirtproteine wie Fibronektin und Fibrinogen, am
Katheter haften und einen Biofilm bilden, der sie sowohl vor dem angeborenen
Immunsystem als auch vor Antibiotika schiitzt (Raad and Bodey, 1992; Bisognano et
al., 2000; Stewart et al., 2001). Diese Resistenz eines bakteriellen Biofilmes beruht
nicht auf klassischen genetischen Mechanismen, wie Genaustausch oder Mutation.
Die Annahme, dass die extrazellulire Matrix eines Biofilmes das Eindringen eines

antimikrobiellen =~ Wirkstoffes  verhindere, konnte widerlegt werden. Bei
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verschiedenen  Erreger/Wirkstoff-Kombinationen  konnte  eine  Penetration
nachgewiesen werden, so dass eine eingeschréinkte Durchdringung keine signifikante
Rolle fiir die Biofilmresistenz zu spielen scheint (Anderl et al., 2000; Vrany et al.,
1997; Stone et al., 2002; Darouiche et al., 1994). Der ruhende Metabolismus einiger
Bakterien in einem Biofilm (dormant persister cells) setzt die Angriffsorte von
antibiotischen Wirkstoffen aufler Betrieb und erhoht somit die Resistenz der
Bakterienpopulation (Lewis, 2008). Subinhibitorische Antibiotikakonzentrationen
hingegen konnen die Biofilmbildung auslosen (Hoffman et al., 2005; Anderson and
O'Toole, 2008; Nucleo et al., 2009). Da pathogene Bakterien wihrend
antimikrobieller Therapie meistens subinhibitorischen Antibiotikakonzentrationen
ausgesetzt sind (Odenholt, 2001), konnen durch die somit begiinstigte
Biofilmbildung ernsthafte Schwierigkeiten beziiglich der Eradikation von

bakteriellen Infektionen entstehen.

Wird ein Fremdkorper (z.B. Katheter) in den Korper eingebracht, interagieren
Wirtmolekiile wie  Fibronektin, Vitronektin, Fibrinogen, Glykoproteine,
Proteoglykane, Polysacharide, Lipide und anorganische Ionen mit der Oberfldache
und iiberziehen diese als vorbereitenden Film (Padera, 2006). Dieser Film hat
Einfluss auf die Bindung von Mikroorganismen an Fremdmaterial, einige haben
hingegen Oberflichenmolekiile, welche eine direkte Bindung an ,nackte*
Polymeroberflachen ermoglicht, wie zum Beispiel das Autolysin E (AtlE) von
S. epidermidis (Heilmann et al., 1997; Padera, 2006).

Der Adhédsionsmechanismus planktonischer Bakterien an Oberflichen verlduft in
zwel Schritten, welche die initiale reversible physische Phase und die darauffolgende
molekulare und zellulire Phase beinhaltet (Katsikogianni and Missirlis, 2004).
Zuniachst bewegen sich Bakterien in Richtung Materialoberfliche aufgrund von
physischen Kriften und chemischen Faktoren wie Brownsche Bewegung, Van der
Waals Krifte, Gravitationskraft, elektrostatische Oberflachenladung und hydrophobe
Wechselwirkung (Cerca et al., 2005; Harris et al., 2004). Die Ausbildung eines

Biofilmes und die Freisetzung einzelner Zellen werden durch die Genexpression
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reguliert, welche von der Populationsdichte abhingig ist (quorum sensing).
Signalmolekiile zur Regulation der Genexpression, beinhalten fiir gram-negative
Bakterien Acyl-Homoserinlactone (AHL) und fiir gram-positive Bakterien

spezifische Peptide (Van Houdt and Michiels, 2005).

In der zweiten Phase kommt es zur Reifung des Biofilmes, indem sich die
Mikroorganismen vermehren oder weitere Organismen derselben oder anderer Art
rekrutieren und  koaggregieren.  Gleichzeitig  produzieren die  meisten
Biofilmbakterien extrazelluldre polymere Substanzen (EPS), welche die Struktur des

Filmes stabilisieren (Rohde et al., 2010).

2.1.3 Diagnostik

Die frithe und akkurate Diagnose einer KAI ist fiir eine optimale Behandlung
notwendig. Basierend auf dem gegenwirtigen Verstindnis der Pathogenese
katheterassoziierter Sepsis wurde eine Vielfalt an diagnostischen Methoden
entwickelt (Calfee and Farr, 1999; Farr, 2001; Johnson and Oppenheim, 1992; Raad
and Bodey, 1992; Mermel et al., 2001). Die Kulturmethoden zum Nachweis einer

KAI kénnen in Methoden mit bzw. ohne Katheterentfernung unterteilt werden.

2.1.3.1 Methoden mit Katheterentfernung

Schon 1963 beschrieben Druskin und Siegel eine quantitative Kulturmethode, die das
Eintauchen der aseptisch abgetrennten Katheterspitze in fliissiges Nahrmedium
beinhaltet. Jedes Wachstum nach Inkubation iiber Nacht gilt als klinisch signifikant
(Druskin and Siegel, 1963). Die am weitesten verbreitete Methode, um KAI zu
diagnostizieren, ist die von Maki beschriebene semiquantitative Kultur (Roll-Plate-
Method) (Maki et al., 1977). Dabei wird ein 5 cm langer Katheterabschnitt (oder bei

kurzen peripheren Kathetern der komplette Katheter) auf der Oberfliche einer
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Blutagarplatte mindestens 4-mal vor und zuriick gerollt. Sind nach 24 Stunden mehr
als 15 koloniebildende Einheiten (KBE) gewachsen, gilt der Katheter als kolonisiert
(gleichbedeutend mit einer lokalen Infektion des Katheters), einer Vorstufe der
katheterassoziierten Blutstrominfektion. Diese Methode wird zurzeit als Standard
angesehen, obwohl sie eine ungeniigende Sensitivitit aufweist, da nur die dullere
Oberfliche des Katheters untersucht wird und endoluminale Keime somit nicht
erfasst werden konnen. Alternative Techniken mittels quantitativer Kultur bei
welchen die Katheterabschnitte nach Durchspiilung oder Zentrifugation in fliissigem
Néahrmedium mit Ultraschall behandelt werden, liefern Ansédtze zur Erfassung der
endoluminalen Keime. Cleri und Kollegen beschrieben eine solche quantitative
Methode fiir die Katheterabschnittkultur, bei der intravaskulidre und intradermale
Kathetersegmente entfernt, in 2 bis 10 ml Trypticase-Soja-Briihe (TSB) eingetaucht
und 3-mal durchspiilt werden. Die Brithe wird iiber eine Verdiinnungsreihe 100-fach
verdiinnt und 0,1 ml jeder Verdiinnung werden ausplattiert. Ein cut-off Wert von
1000 oder mehr KBE wird als positiv angesehen (Cleri et al., 1980). Brun-Buisson
und Kollegen modifizierten die quantitative Kulturmethode von Cleri und Kollegen
insofern, dass der Katheterabschnitt in einem trockenen sterilen Rohrchen mit 1 ml
sterilem Wasser iibergossen wird. Daraufhin wird das Rohrchen fiir 1 Minute mit
Ultraschall behandelt und 0,1 ml der Fliissigkeit werden dann auf einer
Blutagarplatte ausplattiert. Auch hier gelten 1000 oder mehr KBE als positives
Ergebnis (Brunbuisson et al., 1987). Sherertz und Kollegen beschrieben eine weitere
Modifikation der von Cleri und Kollegen definierten Technik, bei der
Katheterabschnitte in 1 ml Briihe eingetaucht, fiir 1 Minute mit Ultraschall behandelt
und Subkulturen fortlaufender Verdiinnungen angefertigt werden (Sherertz et al.,
1990). Um eine schnelle Diagnose von KAI zu ermdoglichen, wurde eine Vielzahl
von mikrobiellen Anfirbemethoden untersucht. Dazu gehoren die direkte Gram-
Farbung des Katheters (Cooper and Hopkins, 1985), des Ultraschallmediums (Kelly
et al., 1996) oder die Gram-Farbung bzw. Acridinorange-Firbung eines
Katheterabstrichs (Collignon et al., 1987; Coutlee et al., 1988). In einer Studie

leistete die Gram-Firbung eines entfernten Katheterabschnitts hilfreichen Beitrag fiir
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die Diagnose lokaler Infektionen, wies aber eine wesentlich geringere Sensitivitit als
semi-quantitative oder quantitative Kulturmethoden zur Diagnose
katheterassoziierter Blutstrominfektionen auf (Cooper and Hopkins, 1985). Die
technisch anspruchsvolle Anfirbung von Katheterabschnitten und der hohe
Zeitaufwand der Begutachtung unter einem Lichtmikroskop (>30 Minuten) haben die

Akzeptanz dieser Technik begrenzt.

2.1.3.2 Methoden ohne Katheterentfernung

Besonders bei Langzeitkathetern oder Patienten mit schwierigen Gefidl3bedingungen
ist es in manchen Situationen ratsam, den Zugang erst zu entfernen, nachdem ein
Zusammenhang der Symptome mit dem Katheter bewiesen ist. Einige prospektive
Studien haben gezeigt, dass nur 25 % bis 45 % der Fieber- oder Sepsisepisoden von
Patienten mit einem zentralvendsen Katheter echte katheterassoziierte Sepsis
reprasentieren (Tacconelli et al., 1997; Gowardman et al., 1998).

Durch den Katheter gewonnene qualitative Blutkulturen in Abwesenheit
entsprechender peripherer Blutkulturen sind aufgrund der Schwierigkeiten bei der
Unterscheidung einer isolierten endoluminalen Kolonisation von einer
katheterassoziierten Sepsis von begrenztem Nutzen (DesJardin et al., 1999; Juste et
al., 2000; Martinez et al., 2002). Es gibt allerdings Hinweise, dass eine einzelne aus
einem Langzeitzugang gewonnene quantitative Blutkultur, selbst ohne begleitende
positive Blutkultur aus der Peripherie, katheterassoziierte Blutstrominfektionen
verlidsslich erkennen kann, wenn mehr als 100 KBE/ml gefunden werden (Capdevila
et al., 1992; Siegman-Igra et al., 1997). Ein Vergleich zweier quantitativer
Blutkulturen, genauer einer zentralen Blutkultur aus einem evtl. infizierten Katheter
mit einer peripheren, durch Punktion peripherer Venen oder aus einem anderen
Zugang gewonnenen Blutkultur, kann zur Diagnose von Kkatheterassoziierten
Bakteriamien oder Fungidmien herangezogen werden, wenn noch keine
antimikrobielle Therapie eingeleitet wurde. Verschiedene Studien zur Untersuchung
des diagnostischen Wertes dieser Methode haben unterschiedliche Trenngrenzen fiir

die gepaarten quantitativen Blutkulturen ermittelt. Diese reichen von 3-fachem
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(Douard et al., 1994) iiber 4-fachen (Douard et al., 1999) bis zu 5-fachen Unterschied
(Flynn et al., 1988) der Keimkonzentration aus dem Katheter bzw. der Peripherie.
Gepaarte Blutkulturen sind besonders fiir die Diagnose von KAI in Bezug auf
Langzeitkatheter interessant, durch ihren hohen finanziellen Aufwand fiir
Kurzzeitkatheter hingegen von geringerem Nutzen. Die gute Verfiigbarkeit von
automatisierten Blutkultursystemen (BACTEC™ System), welche Blutkulturen
kontinuierlich auf mikrobielles Wachstum iiberwachen, hat zu einer innovativen
Anwendung dieses Systems zur Detektion von KAI gefiihrt: Der Differential Time to
Positivity (DTP) welche die Zeit bis zur Positivitit einer zentralen mit einer
peripheren Blutkultur vergleicht. Ein positives Ergebnis der zentralen Blutkultur aus
dem Katheter mehr als 2 Stunden vor Positivitit der Blutkultur der peripheren Vene
weist ebenso wie der wiederholte Nachweis von Keimwachstum einer zentralen
Blutkultur bei negativer peripherer Blutkultur mit groBer Sicherheit auf eine
katheterassoziierte Blutstrominfektion hin (Blot et al., 1999; Seifert et al., 2003). Als
eine weitere Alternative zur Katheterentfernung und Kultur wurde die in-situ
Untersuchung von Kathetern mittels einer Kultur-Biirste, welche luminalen Biofilm
und kolonisiertes Fibrin und Thromben aus dem Inneren von Langzeitkathetern
aufgreifen kann. Die wenigen Studien iiber diese Technik haben kontroverse
Ergebnisse erzielt, auBlerdem wurde von iatrogenen verfahrensabhingigen
Bakteriamien in Zusammenhang mit der Kultur-Biirste berichtet (Tighe et al., 1996).
Auch der Acridine-Orange Leucocyten Cytospin Test setzt keine Katheterentfernung
fiir die Diagnose einer KAI voraus. Bei dieser Direktmethode wird 1 ml Blut am
Katheter abgenommen. Nach Lyse in sterilem Wasser und Zentrifugation wird die
Probe mit Acridine-Orange gefirbt und mikroskopisch untersucht. Jeglicher
Nachweis von Mikroorganismen bedeutet ein positives Ergebnis (Darouiche, 1999).
Einige Studien haben andere Firbemethoden an Blut aus zentralen Venenkathetern
untersucht, wie z.B. die Gram-Féarbung (Moonens et al., 1994; Alvarez et al., 2001),
die Quinacrin-Farbung (Alvarez et al., 2001) oder die Nitroblau-Tetrazolium-
Farbung (Rushforth et al., 1993), aber es werden weitere Ergebnisse bendétigt, um

valide Aussagen iiber den Nutzen dieser Methoden zu treffen.
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2.1.3.3 Zeitaufwand

Ein allgemeines Problem der gegenwirtigen Diagnostik von KAI stellt der trotz
moderner Medizin benétigte hohe Zeitbedarf dar, denn die Gesamtheit der genannten
Methoden liefert durch die zeitaufwendige Kultivierung der Proben erst nach 24 bis
48 Stunden ein Ergebnis. Ein Antibiogramm ist in der Regel erst nach weiteren 24
Stunden verfiigbar, da auch in diesem Fall erhebliches Keimwachstum abgewartet
werden muss, um Hemmhofe erkennen und ausmessen zu konnen. Diese Zeitspanne
kann sowohl Patienten als auch Behandler in kritische Situationen bei der
Fokussuche bringen. Somit ist es von groBer klinischer Bedeutung, diagnostische
Methoden zu erforschen, die mit geringem finanziellem Aufwand schneller ein

Ergebnis liefern und einfach zu handhaben sind.

2.2 Die isotherme Wirmeflusskalorimetrie

Kalorimetrie ist eine vielseitige, quantitative und kostengiinstige Methode, um
Wirmeproduktion zu messen. Das erste isotherme Kalorimeter wurde im 18.
Jahrhundert von Lavoisier und Laplace zur Bestimmung von Wirme bei chemischen
Reaktionen erfunden. Sie hielten die Temperatur im sogenannten ,,Eis-Kalorimeter*
mit Eis konstant und bemerkten, dass die Masse des fliissigen Wassers, welches
durch das Schmelzen des Eises entsteht, direkt proportional zu der freigesetzten
Wirme der Reaktion ist, die in dem Kalorimeter stattfindet (Lavoisier and Laplace,
1780). Die stindige Weiterentwicklung dieses Systems seit den ersten Versuchen
fithrte zu den heutigen Mikrokalorimetern mit den Messtechniken Batchkalorimetrie,
Durchflusskalorimetrie, Titrationskalorimetrie und Losungskalorimetrie, die schon
kleinste Wirmefliisse im Mikrowatt (uW)-Bereich bzw. Wirmemengen im

Millijoule (mJ)-Bereich messen konnen. Da alle chemischen, biologischen und
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physikalischen Prozesse Wirme abgeben oder aufnehmen, bestehen nahezu

unbegrenzte Anwendungsmoglichkeiten fiir die Mikrokalorimetrie.

2.2.1 Funktionsprinzip des verwendeten Mikrokalorimeters
(2277 BioActivity Monitor)

Das in vorliegender Arbeit eingesetzte Batchkalorimeter LKB — 2277 BioActivity
Monitor ist ein isothermes Wairmeflusskalorimetriesystem, welches kontinuierlich
den Wiarmefluss in einem Temperaturbereich von 20-80 °C ermittelt. Es beinhaltet 4
voneinander unabhingige Messzylinder, die simultan verwendet werden konnen. Ein
solcher Messzylinder unterteilt sich in eine thermische Aquilibrierungs- und eine
Messposition und umschlieft eine Messampulle, welche das zu untersuchende
Objekt beinhaltet, sowie eine Referenzampulle, welche &dhnliches jedoch inertes
Material enthédlt. Um Genauigkeit und Sensitivitit zu erhohen, findet ein
Zwillingsmesssystem Anwendung, indem der Wirmefluss der Messampulle mit dem
der Referenzampulle verglichen wird. Die Messposition des Messzylinders ist von
einem exakt temperierten, gegen aullen isolierten Wasserbad von 25 Litern umgeben.
Die Stabilitit der Temperatur des Wasserbades wird vom Hersteller mit £0,0002 °C
angegeben. Entsteht Wirme in der Messampulle (,,Wirmequelle®), flieBt diese in
dem Bestreben einen Temperaturausgleich mit der Umgebung zu schaffen, an das
Wasserbad ab. Dieses fungiert mit seiner erheblich hoheren Warmekapazitiat und
konstanten Temperatur als ein unendlicher Warmeabfluss (,, Wiarmesenke*), daher
wird das System als isotherm bezeichnet. Durch die Differenz zwischen der
geringfiigig gesteigerten Temperatur der Messampulle, in welcher der zu
untersuchende Prozess stattfindet, und der konstanten Temperatur des Wasserbades,
entsteht ein Temperaturgradient iiber einem zwischengeschalteten Peltier-Element.
Ein Peltier-Element ist ein Bimetall aus Halbleiter-Material und ein ausgesprochen
sensitiver Detektor, der den Gradienten in eine Spannung Kkonvertiert, die

proportional zum Wirmefluss und dem Vorgang in der Messampulle ist.

12



Einleitung

Abbildung 1: Das Mikrokalorimeter 2277 BioActivity Monitor.

Dieses Batchkalorimetriesystem ermdglicht die kontinuierliche Messung des Wirmeflusses in 4
voneinander unabhingig verwendbaren Messzylindern.

Quelle: LKB 2277 Bioactivity Monitor - Instruction Manual
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Abbildung 2: Funktionsprinzip des Mikrokalorimeters.

Links dargestellt ist ein Messzylinder, in dessen oberen Bereich sich die Vorheizposition fiir
Messampullen zur Aquilibrierung der Temperatur auf 37°C befindet. Im unteren Bereich befindet sich
die Messposition, welche rechts im Bild mit den umgebenden Peltier-Elementen noch einmal
vergrofert abgebildet ist.

Quelle: LKB 2277 Bioactivity Monitor - Instruction Manual

2.2.2 Anwendungsgebiete der Mikrokalorimetrie

Die Mikrokalorimetrie kann dazu verwendet werden, die Wirme von chemischen
und biochemischen Prozessen zu messen (Chowdhry et al., 1983; Buckton et al.,
1991) und hat sich als niitzliches Instrument zur Untersuchung diverser zelluldrer
Aktivitdaten unterschiedlichster Organismen erwiesen (Beezer et al., 1977; Criddle et
al,, 1991; Kemp, 1991). Praktikable Einsatzbereiche umfassen die Analyse
biologischer Makromolekiile (Privalov and Dragan, 2007), die Erforschung von

Enzymreaktionen (Debord et al., 2005), die Untersuchung des Zellmetabolismus (Liu
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et al., 2000), die Bestimmung der freigesetzten Energie von Mitochondrien (Zhou et
al,, 2001) und die Ermittlung der Stabilitit von polymerem Implantatmaterial
(Charlebois et al., 2003). AuBerdem kann die Mikrokalorimetrie in der synthetischen
Medikamentenentwicklung (Huang et al., 1998), fiir die Beschreibung quantitativer
Struktur-Wirkungsbeziehungen (Montanari et al., 1999) oder fiir die Gewinnung von
Erkenntnissen iiber Abwasser (Dziejowski, 1995) ebenfalls vorteilhaft eingesetzt
werden. Die Mikrokalorimetrie wurde auch im Rahmen verschiedener
biomedizinischer Fragestellungen erfolgreich eingesetzt, so zur Untersuchung der
Toleranz gegeniiber Hypoxie/Ischimie (Singer et al., 1991), des Zusammenhangs
zwischen Korpergrole und Energieumsatz (Singer et al., 1995) und der

Stoffwechselumstellungen nach der Geburt (Miihlfeld et al., 2005).

Eine weitere vielversprechende Anwendungsmoglichkeit stellt die Untersuchung von
Mikroorganismen dar. Einzelne Mikroorganismen produzieren im Durchschnitt 1-3
pW Wirme pro Zelle (James, 1987). Aufgrund ihrer exponentiellen Replikation
entstethen Verdnderungen der produzierten Wérme einer Probe, die anhand der
Mikrokalorimetrie in Echtzeit dokumentiert werden konnen. So wurden bereits
umfangreiche Erkenntnisse in der Bodenkunde gesammelt, wie z.B. der Abbau von
Zucker durch Bodenmikroben (Ljungholm et al., 1979; Yamano and Takahashi,
1983). Es stellte sich heraus, dass die Mikrokalorimetrie sowohl qualitative (Critter
et al., 2002a; Critter et al., 2002b; Barros et al., 2003) als auch quantitative (Prado
and Airoldi, 2002; Barros and Feijoo, 2003) Hinweise auf Aktivitit von
Bodenmikroben liefern kann und der gemessene Wiarmefluss in signifikantem
Zusammenhang mit der Zellanzahl von Bakterien oder Pilzen steht. Auf @hnliche
Weise wurde auch die mikrobielle Biomasse im Erdboden bestimmt (Sparling, 1983;
Raubuch and Beese, 1999).

Des Weiteren fand die Mikrokalorimetrie durch die Korrelation von bakterieller
Zellanzahl mit dem Wiérmefluss auch in der Hygiene Anwendung, z.B. zur
Darstellung der Wirkung von Antiseptika auf Mikroorganismen (Allerberger and

Dierich, 1988). Auch zur Detektion und Erforschung von Bakterien in
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Nahrungsmitteln wie sterilisierte Milch (Berridge et al., 1974) oder vakuumverpackte
Nahrung (Lampi et al., 1974) wurde diese Methode bereits erfolgreich eingesetzt.
Dariiber hinaus ist die Mikrokalorimetrie in der Lage, Details iiber die zeitliche
Abfolge von Prozessen darzustellen, die von keiner anderen Methode erfasst werden

(Miles et al., 1986).

Auch die medizinische Mikrobiologie hat diese Methode bereits frithzeitig fiir die
Untersuchung von Mikroorganismen eingesetzt, so konnten verschiedene
Mycoplasmatales durch mikrokalorimetrische Messungen detektiert und anhand ihrer
Wirmeflusskurven gegeneinander abgegrenzt werden (Ljungholm et al., 1976). In
den letzten Jahren wurde die Mikrokalorimetrie in der Mikrobiologischen Forschung
wieder aufgegriffen. Sowohl die mikrokalorimetrische Untersuchung mikrobieller
Kontamination von Thrombozytenkonzentraten (Trampuz et al., 2007a), als auch die
Diagnostik einer experimentellen Meningitis anhand von Wirmeproduktionsraten in
Liquor cerebrospinalis (Trampuz et al., 2007b) zeigte, dass diese Methode nach
kurzer Zeit einen Keimnachweis liefert und eine Korrelation zwischen dem

gemessenen Wirmefluss und der Bakterienanzahl gegeben ist.
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3 Material und Methoden

3.1 Material

3.1.1 Chemikalien und Einwegmaterialien

Alle verwendeten Chemikalien und Einwegmaterialien wurden, soweit nicht anders

angegeben, von den Firmen Becton Dickinson (Franklin Lakes, NJ, USA), B. Braun
(Melsungen), Brand (Wertheim), Ecolab (Diisseldorf), Eppendorf (Hamburg),

Greiner bio-one (Niirtingen) und Sarstedt (Niimbrecht) bezogen.

3.1.2 Laborgeriite

Tabelle 1
Geritebezeichnung Hersteller
Schiittelinkubator New Brunswick Scientific Co.
Inc. (New Brunswick, USA)
Photometer SmartSpec™ 3000 Bio Rad (Hercules, USA)
Ultraschallzerkleinerer Digital Sonifier® Branson (Danbury, USA)
Waage PC4400 Mettler-Toledo (Giessen)
Sterilwerkbank Biological Safety Cabinets NuAire (Plymouth, USA)
Model No. NU-440-400E
Massenspektrometer Mikroflex™LT Bruker Daltonics (Billerica,
USA)
MALDI MALDI-Biotyper 2.0 Bruker Daltonics (Billerica,
Auswertungssoftware USA)
Mikrokalorimeter 2277 BioActivity Monitor LKB (Bromma, Schweden;
jetzt: TA Instruments,
Eschborn)
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3.1.3 Medien und Losungen

e BBL" Trypticase Soy Broth (TSB; pH 7,3 +0,2)

Hersteller: Becton, Dickinson and Company
(Franklin Lakes, NJ, USA)

30 g TSB-Pulver wurden mit einem Liter
vollentionisiertem Wasser angesetzt und durch 20-

miniitiges Autoklavieren bei 121 °C sterilisiert.

¢ Columbia Agar with Sheep Blood Plus (Blutagar; pH 7,0)

Hersteller: Oxoid Deutschland GmbH
(Wesel, Deutschland)

¢ Phosphatgepufferte Salzlosung (PBS; pH 7,4)

8 g/l NaCl

0,20 g/1 KCI

1,44 g/1 1 Na,HPO4

0,24 g/l KH,PO4

Die Bestandteile wurden in 800 ml vollentionisiertem
Wasser gelost, der pH-Wert mit HCI auf 7,4
eingestellt, mit H>O auf 1 Liter aufgefiillt und 20 min

durch autoklavieren sterilisiert.
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3.1.4 Bakterienstimme

Tabelle 2

Stamm Charakteristika Referenz

Staphylococcus epidermidis Blutkultur-Isolat, [Mack et al., 1992]

1457 biofilmpositiv

S. epidermidis 1457-M10 Isogene Mutante des Stammes [Mack et al., 1994]

1457, biofilmnegativ

Escherichia coli TOP 10 Invitrogen
(Carlsbad, USA)

Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853

Staphylococcus aureus ATCC 29213

Serratia marcescens Klinisches Isolat Institut fiir Medizinische
Mikrobiologie, Virologie
und Hygiene des UKE

3.1.5 Katheter

Folgende Katheter wurden verwendet:

e Pediatric Multi-Lumen Central Venous Catheterization Set with Blue
FlexTip® Catheter for Femoral Vein Insertion der Firma Arrow-
Howes™

e Premicath Verweilkatheter mit spaltbarer Nadel der Firma Vygon
GmbH & Co.KG

Sofern Patienten-inkubiertes Material verwendet wurde, handelte es sich hierbei
ausschlieBlich um Abfallmaterial und es wurden keinerlei Verbindungen zu
Patientendaten hergestellt. Diese Katheter waren ebenfalls von der oben aufgefiihrten

Art.
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3.2 Methoden

3.2.1 Bakterienkultur und mikrokalorimetrische Messung

Zur Vorkultivierung wurde jeweils eine Kolonie des Bakterienstammes in ein steriles
Glasgefdl mit 2 ml TSB gegeben und, soweit nicht anders erwéhnt, iiber Nacht bei
37 °C als Schiittelkultur bei 200 Umdrehungen pro Minute (U/Min) inkubiert. Eine

sterile TSB Kontrolle wurde unter denselben Bedingungen bebriitet.

Nach photometrischer Bestimmung der Bakterienkonzentration in den Vorkulturen
bei einer Wellenlinge von 600 nm wurde fiir die Untersuchung eine
Verdiinnungsreihe hergestellt. Von diesen Hauptkulturen wurden dann 3,5 ml in eine
sterilisierte Edelstahlampulle mit Teflondichtung gegeben und fiir 20 Minuten in der
Vorheizposition des Mikrokalorimeters dquilibriert. Danach wurde die Messampulle
in die Messposition abgesenkt und eine 10-stiindige Messung des Warmeflusses
begonnen, wobei alle 5 Minuten ein Messwert in Mikrowatt mit der Digitam
Software (Thermometric AB und Scitech Software AB, Schweden) aufgezeichnet
wurde. Die Auswertung der Daten erfolgte mit Microsoft® Office Excel® 2007 SP2
(Microsoft Corp., Redmond, USA) und SigmaPlot® 2004 Version 9.01 (Systat
Software Inc., San Jose, USA)

Fiir eine Stammbhaltung wurden die Bakterien auf Blutagarplatten ausgestrichen, 24
Stunden bei 37 °C inkubiert, anschlieBend bei 4 °C gelagert und in regelméfigen
Abstinden subkultiviert.
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3.2.2 Wirmeflussmessung an Bakteriensuspensionen
3.2.2.1 Staphylococcus epidermidis 1457

In einer ersten Versuchsreihe galt es zunichst einmal darzustellen, wie sich
Mikroorganismen in Suspensionen in dem angewandten Messsystem verhalten und
vor allem, ob die Moglichkeit einer Detektion beziehungsweise sogar einer
quantitativen Abstufung der Keimkonzentration besteht. Zu diesem Zweck wurden 2
ml steriles TSB, sowie 2 ml mit einer KBE S. epidermidis 1457 beimpftes TSB fiir
10 Stunden bei 37 °C als Schiittelkultur bei 200 U/Min inkubiert. Daraufthin wurden
mittels photometrischer Bestimmung der OD600 einer 1:6 Verdiinnung mit gleichem
Medium und durch konsekutive Verdiinnungen folgende Konzentrationen eingestellt:
0 (steriles TSB), 10°, 10°, 10%, 10°, 10° 10’ und 10° KBE/ml. Fir die
mikrokalorimetrischen Messungen wurden Edelstahlampullen mit 3,5 ml der
Kulturen befiillt, 20 Minuten im Gerét dquilibriert und daraufhin eine Messung iiber

10 Stunden durchgefiihrt.

3.2.2.2 Verschiedene Bakterienspezies

Um herauszufinden ob anhand mikrokalorimetrischer Warmeflussmessungen eine
Differenzierung unterschiedlicher Keimspezies realisierbar ist, wurden die
Bakterienstimme Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus
aureus und Serratia marcescens untersucht und zunidchst wie in Kap. 3.2.2.1
beschrieben vorkultiviert. In diesem Versuch wurden jedoch ausschlieBlich 10°
KBE/ml eingestellt. Diese Hauptkultur oder Kalorimeterkultur wurde mit den zuvor

beschriebenen Parametern im Mikrokalorimeter gemessen.

Zur Vergleichsdarstellung des mikrobiellen Wachstums in mikrobiologischen

Schiittelkulturen mit dem in geschlossenen statischen Messampullen wurde eine
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zweite (identische) Hauptkultur, welche derselben Vorkultur entstammte und
ebenfalls 10° KBE/ml aufwies, fiir 10 Stunden als Schiittelkultur bei 37 °C und 200
U/Min inkubiert.

Sowohl Kalorimeterkultur, als auch Schiittelkultur wurden in der Folge mit 1,5 ml
sterilem TSB auf 5 ml aufgefiillt und um die Faktoren 107, 10°, 10”7 und 10™® mit
demselben Medium verdiinnt. Zur Bestimmung der Anzahl an koloniebildenden
Einheiten in den Proben wurden jeweils 100 ul mit einem sterilen Glasspatel auf

Blutagarplatten ausplattiert und nach 24-stiindiger Bebriitung bei 37 °C ausgezihlt.

3.2.3 Wirmeflussmessung an Kathetern
3.2.3.1 Kontrolliert kolonisierte Katheter

Dieser Versuch dient der Uberpriifung, ob sich die Erkenntnisse aus
Wirmeflussmessungen mit planktonischen Bakterien nun auch auf Bakterien, die an
Polymeroberflichen adhirieren, tibertragen lassen. Dafiir wurden Kathetersegmente
in vitro kontrolliert kolonisiert. Zur Vorkultivierung wurde eine KBE S. epidermidis
1457-M10, welcher nicht zur Biofilmbildung beféhigt ist, in 2 ml TSB suspendiert
und iiber Nacht bei 37 °C und 200 U/Min inkubiert. Mittels photometrischer
Bestimmung der OD600 einer 1:6 Verdiinnung mit gleichem Medium wurden durch
konsekutive Verdiinnungen folgende Konzentrationen eingestellt: 10% 10°, 10*, 10°,

107 und 10® KBE/ml.

Um die reine Bakterienadhdsion zu untersuchen wurden je 1 ml dieser Hauptkulturen
zusammen mit jeweils einem 1 cm langen Stiick Multi-Lumen Katheter in 1,5 ml
Eppendorf® ReaktionsgefiBen fiir 1 Stunde ohne Bewegung bei 37 °C bebriitet.
Dann wurde die Kultur dekantiert, das Katheterstiick durch Schwenken in 1 ml PBS

gewaschen und dieses dann mit 3,5 ml sterilem TSB in eine Edelstahl MeBampulle
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des Mikrokalorimeters gefiillt. Nach 20-miniitiger Aquilibrierung wurde eine

Messung iiber 10 Stunden begonnen.

Mit der Zielsetzung, die gewonnenen Wirmeflusskurven aus Messungen mit
kontrolliert bewachsenen Kathetersegmenten einer Keimzahl zuzuordnen, wurden in
weiteren Versuchsreihen die Bakterien direkt nach Kolonisation der Katheter von
diesem abgelost und ausplattiert. In diesem Fall wurden jedoch nur Hauptkulturen
der Konzentrationen 102, 10°> und 10* KBE/ml zur Adhision verwendet, da die
Keimkonzentration an der Sensitivititsgrenze des mikrokalorimetrischen

Messsystems von besonderem Interesse war.

Um die Bakterien von der Katheteroberfliche zu 16sen, wurden diese in sterile
Falcon® Tubes mit 1 ml sterilem TSB gegeben und viermal fiir 10 Sekunden mit
jeweils 10 Sekunden Pause unter Verwendung eines Ultraschallgerites bei 30 % der
Maximalleistung behandelt. Zur Hemmung des Bakterienwachstums sowie zur
Stabilisierung der Bakterien wihrend der Vorbereitungen wurden die Proben mit Eis
gekiihlt. Dann wurden 100 ul der Kultur unverdiinnt mit einem sterilen Glasspatel
auf Blutagarplatten ausplattiert, iiber Nacht bei 37 °C bebriitet und anschlieend die
KBE ausgezihlt.

3.2.3.2 Ex vivo gewonnene Katheter

Nach intensiven Laborversuchen sollte die mikrokalorimetrische Methodik zum
Abschluss nun an reellen Patientenproben angewandt werden. Es wurden sowohl
mehr- als auch einlumige Katheter von ca. 1 cm Léange verwendet. Hierbei handelte
es sich um den Abschnitt hinter der Katheterspitze, da die Spitze reguldr im Institut
fiir Medizinische Mikrobiologie, Virologie und Hygiene des Universititsklinikums

Hamburg-Eppendorf mikrobiologisch untersucht wurde. Die Katheterstiicke wurden
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nach Entfernung aus dem Patienten in sterile R6hrchen ohne Medium verbracht und
wurden innerhalb von 30 Minuten in 4 ml steriles TSB transferiert und fiir 3 Stunden
bei 37 °C und 200 U/Min inkubiert. 3,5 ml der Kultur wurden dann zusammen mit
dem Katheterstiick in eine Edelstahlampulle des Kalorimeters gefiillt und nach 20

Minuten Aquilibrierung wurde fiir 10 Stunden der Warmefluss gemessen.

Nach Beendigung der Messung wurde eine Ose der Kultur auf einer Blutagarplatte
ausgestrichen und iiber Nacht bei 37 °C bebriitet. Bei Anzeichen mikrobiellen
Wachstums, wurden ~ MALDI-TOF-Spektren der zu  identifizierenden
Mikroorganismen nach direktem Probenauftrag und Uberschichtung mit 1l
Matrixlosung (alpha-HCCA in 50 % Acetonitril mit 2,5 % TFA) nach
Herstellerangaben auf einem MicroflexLT Massenspektrometer generiert und mit der

MALDI-Biotyper 2.0 Software ausgewertet.
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4 Ergebnisse

Wie bereits in der Einleitung beschrieben, stellen Katheterinfektionen eine hiufige
nosokomiale Infektion in der Pidiatrischen Intensivmedizin dar. Besondere
Schwierigkeiten bereitet der hohe Zeitaufwand einer Diagnose. Demzufolge galt es
in dieser Arbeit herauszufinden, ob die mikrokalorimetrische Methodik eine
Keimdetektion und —identifikation ermoglicht, wobei es von besonderem Interesse

war, ob die Ergebnisse schneller als bei derzeit etablierten Verfahren vorliegen.
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4.1 Warmeflussmessung an Bakteriensuspensionen

Im ersten Abschnitt der Arbeit sollte gezeigt werden, dass die verwendete
mikrokalorimetrische Methodik generell bakterielles Wachstum und moglicherweise
eine Speziesidentifikation ermoglicht. Um dieses Ziel zu erreichen wurden zunichst

planktonisch wachsende Bakterien mittels Mikrokalorimetrie untersucht.

4.1.1 Staphylococcus epidermidis 1457

Aufgrund der hohen Relevanz von Staphylococcus epidermidis im Rahmen
katheterassoziierter Infektionen, wurden zunéchst unterschiedliche Konzentrationen
dieses Stammes auf ihre Wirmeabgabe untersucht. Ein gemeinsames Merkmal der
Wirmeflusskurven bei unterschiedlichen Bakterienkonzentrationen war der
Nachweis eines initialen Spitzenwertes, welcher von einem Abfall des Warmeflusses
sowie einem darauf folgenden, erneuten Anstieg der Wirmeflusskurve
gekennzeichnet war (Abb. 3). Wesentlicher Unterschied der Wirmeflusskurven bei
Einsatz unterschiedlicher Bakterienkonzentrationen war die Zeitspanne vom Beginn
des Experiments und dem initialen Anstieg des Wirmeflusses. Fiir Untersuchungen
mit niedrigen Bakterienkonzentrationen verhélt sich der Kurvenverlauf zunichst
relativ lange Zeit ebenso wie bei sterilem TSB, bevor es zu einem Anstieg des
Wirmeflusses kommt. So liegt der Wirmefluss fiir 10° KBE/ml die ersten 5 Stunden
(300 Min.) am initial gemessenen Ausgangswert, ehe sich eine Wirmeflusskurve
ausbildet. Bei hoheren Anfangskonzentrationen verdndert sich die Wiarmeflusskurve
nicht grundlegend, es kommt lediglich immer frither zu dem Anstieg des

Wirmeflusses und die Kurve nimmt einen zunehmend hoheren Verlauf (Abb. 3).

Die negative Kontrolle (steriles, unbeimpftes Nidhrmedium (TSB)) zeigte kein
positives Signal. Es konnte eine stabile ,,Baseline* nachgewiesen werden (Mittelwert

4,1+£2,0 uW; Anzahl der Versuche n=8).
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Abbildung 3: Wirmeflusskurven verschiedener Konzentrationen von Staphylococcus
epidermidis 1457.

Dargestellt sind die Mittelwerte mehrerer Warmeflussmessungen der untersuchten
Bakterienkonzentrationen. Der Zusammenhang zwischen schnellerer bzw. gro3erer Warmeabgabe
und Bakterienkonzentration ist deutlich erkennbar.

4.1.2 Verschiedene Bakterienspezies

Um die Moglichkeit einer Keimidentifikation zu untersuchen wurden die Stimme
Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus aureus und Serratia
marcescens bei konstanter Konzentration (105 KBE/ml) auf ihre Wéirmeabgabe
untersucht. Es entstanden hochreproduzierbare Wiarmeflusskurven, die sich bezogen
auf die einzelne Bakterienspezies lediglich aufgrund eines Zeitversatzes voneinander

unterscheiden.
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Abbildung 4: Wirmeflusskurven von Escherichia coli.
Dargestellt sind die iibereinandergelegten Wirmeflusskurven aus 8 Messungen mit Escherichia coli.

Die in  unabhingigen  Experimenten  mikrokalorimetrisch  gemessenen
Wirmeflusskurven von Escherichia coli weisen allesamt einen gleichformigen
Kurvenverlauf auf. Der zunédchst geméchliche Anstieg und die erneute Abnahme des
Wirmeflusses, sowie die anschlieBende rapide Zunahme mit darauffolgendem
Absinken des Wirmeflusses spiegeln sich in jeder einzelnen Kurve, bis zum
kleinsten markanten Knick hin, wieder. Sie wirken nahezu identisch und sind
ausschlieBlich jeweils um einige Minuten auf der x-Achse verschoben zu sein

(Abb. 4).
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Abbildung 5: Wirmeflusskurven von Serratia marcescens.
Dargestellt sind die iibereinandergelegten Wirmeflusskurven aus 6 Messungen mit Serratia
marcescens.

Die Wirmeflusskurven der mikrokalorimetrischen Messungen mit Serratia
marcescens sind, wie die von Escherichia coli, in unabhingigen Experimenten
gleichermallen gut wiederholbar. Auch hier féllt der zeitliche Versatz der Kurven
auf. Beachtet man die unterschiedlichen y-Achsenformatierungen der Abbildungen 4
bis 7, so wird deutlich dass sich die Keime auch im Hinblick auf den maximal
erreichten Warmefluss deutlich unterscheiden. Was diesen Aspekt des Versuches
betrifft, ist Serratia marcescens unter den 4 in dieser Arbeit verglichenen
Mikroorganismen der Erreger, bei welchem die hochsten maximalen Wirmefliisse

gemessen werden konnten (Abb. 5).
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Abbildung 6: Wirmeflusskurven von Pseudomonas aeruginosa.
Dargestellt sind die iibereinandergelegten Wirmeflusskurven aus 7 Messungen mit Pseudomonas
aeruginosa.

Ebenso zeigen die Ergebnisse der Messungen mit Pseudomonas aeruginosa
hochreproduzierbare Wairmeflusskurven, die lediglich einen zeitlichen Versatz
aufweisen. Auch dieser Keim ist anhand des Kurvenverlaufs deutlich von den
anderen untersuchten Bakterien zu differenzieren. Im Hinblick auf die produzierte

Wirme, zeigt Pseudomonas aeruginosa vergleichsweise niedrige Werte (Abb. 6).
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Abbildung 7: Warmeflusskurven von Staphylococcus aureus.
Dargestellt die iibereinandergelegten Warmeflusskurven aus 8 Messungen mit Staphylococcus aureus.

Staphylococcus aureus ist unter den 4 verglichenen Bakterienspezies der einzige
Gram-positive Keim. Das Ergebnis der mikrokalorimetrischen
Wirmeflussmessungen zeigt jedoch ebenso wie bei den zuvor untersuchten Gram-
negativen Keimen homogene Kurvenverldufe, welche sich von den zuvor

betrachteten wesentlich unterscheiden (Abb. 7).
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4.2 Warmeflussmessung an Kathetern

Nachdem gezeigt werden konnte, dass Wirmeflussmessungen sowohl eine Detektion
von bakteriellem Wachstum als auch niherungsweise eine Keimidentifikation
ermoglichen, sollte nun der Frage nachgegangen werden, ob die Kalorimetrie
grundsitzlich in der Lage ist, an der Oberfliche von Kathetern adhédrente Bakterien
zu 1identifizieren. Dies wurde an kontrolliert in vitro bakteriell kolonisierten
Kathetersegmenten untersucht. Zudem wurden Katheter von neonatologischen
beziehungsweise padiatrischen Intensivpatienten mikrokalorimetrisch untersucht um
sie spater mit den Ergebnissen der konventionellen kulturellen Untersuchung zu

vergleichen.

4.2.1 Kontrolliert kolonisierte Katheter

Um standardisierte Bedingungen zu schaffen, wurden Katheterabschnitte gleicher
Linge und gleichen Fabrikats fiir eine Stunde in definierte S. epidermidis 1457-M10
Bakteriensuspensionen inkubiert und darauthin auf ihre Warmeabgabe untersucht.
Die Mutante 1457-M10 kann an Kunststoffoberflichen adhirieren, bildet jedoch
keinen Biofilm aus. Somit kann davon ausgegangen werden, dass keine
Bakterienaggregate respektive -biofilme auf dem Katheter ausgebildet werden und

hierdurch die Keimzahl besser zu kontrollieren ist.

Die in niedrigen Bakterienkonzentrationen (102, 10° und 10* KBE/ml) inkubierten
Katheter bewirkten keinen oder erst gegen Ende des 10-stiindigen Messintervalls
einen geringen Anstieg des Wairmeflusses. Katheter, die mit hoheren
Bakterienkonzentrationen  inkubiert wurden  erreichten diesen  Anstieg,
konzentrationsabhingig immer frither und es wurden hohere Maximalwerte sowie

spezifische Wiarmeflusskurven erreicht (Abb. 8).
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Abbildung 8: Wirmeflusskurven unterschiedlich stark bewachsener Kathetersegmente.
Einzelne Kurven stellen jeweils die Mittelwerte von Messungen mit kolonisierten Katheterabschnitten
aus Inkubationskulturen einer Konzentration dar. Wie in Versuchen mit planktonischen Bakterien
korrelieren auch hier der gemessene Warmefluss und die Geschwindigkeit der Wiarmeentwicklung mit
der Keimexposition.

Um herauszufinden, wie viele Bakterien an dem definierten Kathetersegment
adhirieren miissen, um diese in der Mikrokalorimetrie nachweisen zu koOnnen,
wurden am Katheter adhédrente Bakterien nach der Besiedlung mittels Ultraschall
abgelost und durch Ausplattierung auf Agarplatten quantifiziert. In Abhingigkeit von
der zur Besiedlung eingesetzten Bakterienzahl (10> — 10* KBE/ml) konnten
unterschiedliche Bakterienzahlen am Katheter nachgewiesen werden. Die in einer
Suspension mit 10> KBE/ml besiedelten Katheterabschnitte lieferten einen Wert von

0,71+0,45 KBE (n=7), die der 10° KBE/ml — Kultur einen Wert von 1,14+0,64 KBE
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(n=7) und der entsprechende Wert fiir 10* KBE/ml liegt bei 10,29+6,54 KBE (n=7)
(Tabelle 3).

Tabelle 3

Keimexposition [KBE/ml] n (Anzahl der Versuche) Adhirente Keime [KBE]

10 7 0,71+0,45
10° 7 1,1420,64
10* 7 10,29+6,54

4.2.2 Ex vivo gewonnene Katheter

In den vorangegangenen Versuchen hat sich gezeigt, dass die Mikrokalorimetrie
unter Laborbedingungen nicht nur bakterielles Wachstum an Katheteroberfldchen
detektieren und quantifizieren kann, sondern dariiber hinaus auch zwischen
unterschiedlichen Bakterienspezies differenzieren kann. Daher war es von gro3em
Interesse, ob sich die im Labor gewonnenen Erkenntnisse nun auch auf
Patientenkatheter der Klinik iibertragen lassen. Zu diesem Zweck wurden ex vivo
gewonnene Katheter in zwei Teile geschnitten, wobei die Spitze konventionell
mikrobiologisch untersucht wurde, wihrend der andere Teil dieses Katheterpaares,
der ansonsten Abfallmaterial darstellt, mikrokalorimetrisch untersucht wurde. Nach
Abschluss der  Wiarmeflussmessungen  wurden die  Kalorimeterkulturen
massenspektrometrisch analysiert, um spiter eine Ubereinstimmung der Keimspezies
mit den Ergebnissen der mikrobiologischen Routineuntersuchung zu verifizieren

(Kap. 5.3.2).
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Untersucht wurden 29 aus Patienten entfernte Katheter, wobei keinerlei Verkniipfung
zu Patientendaten  hergestellt wurde. 21  Katheter zeigten in der
mikrokalorimetrischen =~ Wiarmeflussmessung ~ wéhrend  des 10-stiindigen
Messintervalls keinen Anstieg des Wirmeflusses, sondern den konstant niedrigen
Wert, der auch schon zuvor bei sterilem Nihrmedium allein beobachtet wurde. Bei 8
Kathetern konnten Wirmeflusskurven unterschiedlichster Form und Intensitit
aufgezeichnet werden. Von insgesamt 29 Untersuchungen wichen in zwei Fillen die
mikrokalorimetrischen Ergebnisse von den mikrobiologischen Kontrollen ab,
wihrend in 27 Fillen die Ergebnisse iibereinstimmten. 6 exemplarische Beispiele
dieser Messungen sind in Abbildung 9 dargestellt. Betrachtet man die
unterschiedliche Skalierung der y-Achse, so fillt auf dass die Hohe des gemessenen
Wirmeflusses stark variiert. Abbildung 9a zeigt eine Kurve, die nach einem ersten
Hohepunkt (86,0 uW) wieder absinkt und darauthin kontinuierlich ansteigt. Der
dargestellte Wirmefluss in Abbildung 9b erreicht zwei Spitzenwerte, der zweite
(83,0 uW) ist etwa doppelt so hoch wie der erste (35,6 uW). Die Keime beider
Abbildungen wurden durch Untersuchung der Katheter im Massenspektrometer der
Bakterienspezies  Staphylococcus  epidermidis  zugeordnet. Besonders der
Kurvenverlauf in Abbildung 9a zeigt Ahnlichkeiten mit den Ergebnissen der
vorangegangenen Laboruntersuchungen mit Staphylococcus epidermidis 1457. Der
Wirmefluss Koagulase-negativer Staphylokokken (Abb. 9c) steigt, mit einigen
geringfiigigen Abweichungen, kontinuierlich fast linear an. Staphylococcus
haemolyticus (Abb. 9d) hingegen weist zunichst keinen Wirmefluss auf. Erst nach
ungefihr 300 Minuten steigt der Warmefluss langsam auf einen ersten Maximalwert
von 71,7 uW. Nach einem darauf folgendem geringfiigigen Absinken des
Wirmeflusses steigt dieser binnen 100 Minuten auf iiber 350 uW an. Die
Kurvenverldufe der Abbildungen 9e und 9f wurden der Pilzspezies Candida albicans
zugeordnet und zeigen besonders geringfiigige Verdnderungen des Wirmeflusses,
sowie insgesamt eine geringe Wiarmeabgabe, die 20 uW innerhalb des 10-stiindigen

Messintervalls nicht iiberschreitet.
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Abbildung 9: Wiarmeflusskurven ex vivo gewonnener Katheter.
Durch Untersuchung der Katheter im Massenspektrometer konnte den Wirmeflusskurven die
entsprechende Bakterien- beziehungsweise Pilzspezies zugeordnet werden.

A und B Staphylococcus epidermidis
C Koagulase-negative Staphylokokken
D Staphylococcus haemolyticus

E und F Candida albicans
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5 Diskussion

Die Verwendung von zentralen Venenkathetern ist integraler Bestandteil der
modernen Medizin, birgt allerdings ein hohes Infektionsrisiko. In Deutschland
erkranken jdhrlich ca. 20.000 Patienten an einer nosokomialen Sepsis, welche vor
allem durch intravasale Katheter verursacht werden (Gastmeier and Geffers, 2008).
Dies hat Auswirkungen auf die Genesung der Patienten, verlingert den
Krankenhausaufenthalt und verursacht zusitzliche Kosten (Pittet et al., 1994). Trotz
enormer Fortschritte in der medizinischen Forschung liefern die gegenwiértig zur
Verfiigung stehenden diagnostischen Methoden der KAI erst nach 24 bis 48 Stunden
ein valides Ergebnis. Die Mikrokalorimetrie ist eine schnelle Methode zur
Darstellung kleinster Wirmeproduktionsraten und bereits an Bodenproben (Critter et
al., 2002a) und Nahrungsmitteln (Lampi et al., 1974) fiir die Detektion von
Mikroorganismen erfolgreich eingesetzt worden. Ein wesentliches zentrales Ziel der
vorliegenden Arbeit war es herauszufinden inwiefern die Mikrokalorimetrie eine

Detektion von katheterassoziierten Infektionen ermdoglicht.

5.1 Methodenkritik

Bei der Bewertung der Ergebnisse dieser Arbeit ist stets zu beriicksichtigen, dass
jegliche  mikrokalorimetrischen =~ Wirmeflussmessungen  mit  geschlossenen
Messampullen durchgefiihrt wurden. Demzufolge waren sowohl Sauerstoff als auch
Néahrmedium fiir die untersuchten Bakterien nur in streng limitiertem Ausmal

verfiigbar.
Ein quantitativer Vergleich des bakteriellen Wachstums in den mikrobiologischen

Schiittelkulturen mit dem in kalorimetrischen Kulturen zeigte ausnahmslos hohere

Keimzahlen in den Schiittelkulturen. Dies deutet darauf hin, dass die
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charakteristischen Kurvenverldufe auf den artspezifischen
Stoffwechselumschaltungen bei der zunehmenden Substratverarmung in den
geschlossenen mikrokalorimetrischen Messampullen beruhen konnten (Abb. 10).
Allerdings ist dies nicht ausschlieBlich als Nachteil zu sehen, eventuell unterscheiden
sich verschiedene Bakterienspezies stirker im Umgang mit ungiinstigen
Nihrstoffsituationen als im ungehemmten Wachstum. Somit konnte eben gerade das
endliche Nihrmedium die Differenzierung der Bakterienspezies anhand ihrer
Wirmeflusskurven ermoglichen. In der KAI Diagnostik ist eine Imitation der

natiirlichen Lebensbedingungen schlieBlich irrelevant.
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Abbildung 10: Quantitativer Vergleich des Bakterienwachstums verschiedener Arten in
Schiittelkultur und Kalorimeterkultur.

Das Keimwachstum in mikrobiologischen Schiittelkulturen liegt deutlich iiber dem in
Kalorimeterkulturen. Dies konnte Ausdruck der verstirkten Substratverarmung in den geschlossenen
mikrokalorimetrischen Messampullen sein.
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Des Weiteren ist zu beriicksichtigen, dass sdmtliche Untersuchungen von
Mikroorganismen lediglich in einem Néhrmedium (TSB) durchgefiihrt wurden. TSB
wurde bewusst ausgewidhlt, da es fiir eine groBe Vielfalt unterschiedlicher
Mikroorganismen addquate Wachstumsbedingungen bereitstellt. Die Verwendung
nur eines Nahrmediums ermdoglicht die Vergleichbarkeit der Ergebnisse
untereinander. Man sollte sich allerdings bei der Betrachtung der Wirmeflusskurven
stets vergegenwaértigen, dass diese spezifisch fiir das Nahrmedium sind. Andere
Medien sind vermutlich auch mit veridnderten Wirmeflusskurven assoziiert.

Zwar wurden fiir KAI typische Bakterien verwendet, jedoch wurde jeder Keim

einzeln untersucht und das Szenario einer Mischinfektion somit ignoriert.

5.2 Warmeflussmessung an Bakteriensuspensionen

5.2.1 Staphylococcus epidermidis 1457

Koagulase-negative Staphylokokken (KNS) sind die hidufigsten Erreger von KAL
Aus diesem Grund untersucht die erste Versuchsreihe den prototypischen
Staphylococcus epidermidis Stamm 1457, welcher der Gruppe der KNS angehort und

ubiquitér auf der Haut vorkommt.

Die Ergebnisse der mikrokalorimetrischen Wirmeflussmessungen des planktonisch
in TSB kultivierten Staphylococcus epidermidis 1457 zeigen, dass mit ansteigender
Bakterienkonzentration auch der gemessene Wirmefluss signifikant zunimmt. Das
sterile Nahrmedium TSB alleine erzeugt hingegen eine Baseline von 4,1+2,0 uW
(n=8), die sich als Summationseffekt aus Sedimentations-, Aggregations- und
Zersetzungsphianomenen in den Bestandteilen des Mediums erkldren ladsst. Die
Versuchsgruppe mit 10 KBE/ml erreichte nach 466 Minuten einen maximalen

Wirmefluss von 45,8+4,8 uW (n=2). Dieser Wert wurde bei 10* KBE/ml schon nach
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331 min (n=2), bei 10° KBE/ml nach 191 min (n=7), bei 10° KBE/ml nach 96 min
(n=3) und bei 10’ KBE/ml (n=3) bereits zu Beginn der Messung erreicht (Abb. 3 und
Tabelle 4).

Tabelle 4
Keimexposition [KBE/ml] n 45,8 uW nach...  Wirmefluss des initialen
Peak [uW]
10° 2 466 min 45,8+4.8
(nach 466min)
10* 2 331 min 65,7+0,6
(nach 361 min)
10° 7 191 min 56,2+14,8
(nach 256 min)
10° 3 96 min 77,2+12,7
(nach 131 min)
107 3 sofort 109,4+23,7
(nach 36 min)

Wurden 10 KBE/ml (n=2) eingesetzt, stellten die Wiarmeflusskurven eine Art
Plateau dar und variierten stark. Vermutlich ist dies auf den Crowding-Effekt
zuriickzufiihren, diese Daten sind nicht dargestellt. Der Crowding-Effekt beschreibt
das Phianomen, dass mit zunehmender (Bakterien-) Zellzahl in einer Kultur die
Stoffwechselrate einer Zelle, und damit auch die Wirmefreisetzung je Zelle,
abnimmt (Esmann, 1964). Dieser Begriff wurde erstmals von Esmann und Kollegen
geprigt, die bei der Messung des Sauerstoffverbrauchs von Lymphozyten
feststellten, dass dieser je Zelle umso niedriger ausfiel, je hoher die Zellzahl im

Messansatz war (Esmann, 1964).
Auffillig fiir alle Konzentrationen dieses Versuches ist, dass der Wirmefluss

zunichst stetig ansteigt, dann etwas absinkt um in der Folge dann kontinuierlich,

beinahe Proportional zu steigen. Der Maximalwert dieses ersten Anstiegs (,,initialer
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Peak®) betriigt fir 10° KBE/ml 45,8+4,8 uyW (nach 466 min), fir 10* KBE/ml
65,7+0,6 uW (nach 361 min), fiir 10° KBE/ml 56,2+14,8 uW (nach 256 min), fiir 10°
KBE/ml 77,2+12,7 uW (nach 131 min) und fiir 10’ KBE/ml 109,4+23,7 uW (nach
36 min) (Tabelle 4).

Bei hoheren Bakterienzellzahlen steigt auch der gemessene Wirmefluss, der ,,initale

13

Peak® erreicht einen hoheren Wert und tritt frither auf. Die Geschwindigkeit der
Wirmeentwicklung und die Hohe der Wirmeabgabe steigen demnach mit

wachsender Keimzahl an.

Folglich ist es moglich durch Messung der Wirme einer Probe die Frage einer
eventuellen Kontamination eindeutig zu kldren. Dies deckt sich auch mit den
Erkenntnissen anderer Autoren. Trampuz und Kollegen haben bereits an
Thrombozytenprodukten gezeigt, dass die Mikrokalorimetrie eine mikrobielle
Kontamination verldsslich detektieren kann (Trampuz et al., 2007a). Dariiber hinaus
lasst die Korrelation der Keimzahl mit dem gemessenen Wirmefluss die Vermutung
zu, dass diese Methodik auch quantitative Aussagen iiber eine Kontamination treffen
kann. Auch dazu gibt es in der Literatur iibereinstimmende Ergebnisse. Trampuz und
Kollegen haben die Mikrokalorimetrie erfolgreich fiir die Diagnose einer bakteriellen
Meningitis an Liquor cerebrospinalis eingesetzt und dabei ebenso einen
Zusammenhang zwischen der Bakterienkonzentration und der freigesetzten Wirme
beobachtet (Trampuz et al., 2007b). Dieser Umstand er6ffnet die Moglichkeit durch
weitere  Untersuchungen cut-off Werte zu bestimmen, welche eine
Katheterbesiedlung von einer klinisch relevanten Infektion abgrenzen. Ahnlich wie
es fiir die semiquantitative Abrollmethode nach Maki definiert ist, dass bis zu 15
nachgewiesene KBE eine Kolonisation des Katheters und iiber 15 KBE eine
Infektion anzeigen (Maki et al., 1977), konnte diese Abgrenzung in der
Mikrokalorimetrie moglicherweise bei Uberschreiten des Wirmeflusses eines

bestimmten Wertes definiert werden. Aufgrund der unterschiedlichen
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Kurvenverldufe miisste fiir jede Bakterienspezies ein spezieller Grenzwert definiert

werden.

5.2.2 Verschiedene Bakterienspezies

In der vorliegenden Arbeit wurden Wiarmeflussmessungen bisher nur an einem
Bakterium betrachtet. Es konnte gezeigt werden, dass es mit Hilfe der
Mikrokalorimetrie moglich ist, bakterielles Wachstum eindeutig und schnell zu
detektieren und sogar ein Zusammenhang zwischen Bakteriendichte und dem
gemessenen Wirmefluss besteht. Um nun dem dritten Punkt der Fragestellung dieser
Arbeit nachzugehen, also herauszufinden ob diese Methodik auch eine
Keimidentifikation erlaubt, wurden 4 verschiedene Bakterienspezies betrachtet. Zu
diesem Zweck wurden Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus
aureus und Serratia marcescens bei konstanter Anfangskonzentration von 10°
KBE/ml fiir 10 Stunden im Mikrokalorimeter auf ihre Warmeabgabe untersucht. Die
dabei gemessenen Wirmeflusskurven waren fiir die jeweilige Bakterienspezies
hochreproduzierbar und unterschieden sich von den Kurven anderer Spezies nicht
nur in der Hohe der Wirmeabgabe, sondern auch in der Form der Wirmeflusskurven
so deutlich, dass sie eine ,Blickdiagnose* erlaubten (Abb. 11). Die
Wirmeflusskurven scheinen also fiir die jeweiligen Keimspezies charakteristisch zu
sein. Diese Erkenntnis und die dadurch resultierende Moglichkeit einer Identifikation
von Mikroorganismen stimmt mit den Aussagen anderer Publikationen iiberein, so
konnen verschiedene Enterobacteriaceae anhand von Wirmeflussmessungen

ebenfalls gegeneinander abgegrenzt werden (Boling et al., 1973).
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Abbildung 11: Wirmeflusskurven infektionsrelevanter Bakterienarten.

A Escherichia coli

B Serratia marcescens

C Pseudomonas aeruginosa

D Staphylococcus aureus

Dargestellt sind jeweils die Mittelwerte (durchgezogene Linie) und die Standardabweichung
(gepunktete Linie) der Ergebnisse mehrerer Wiarmeflussmessungen. Es sind fiir die jeweilige
Bakterienspezies charakteristische Warmeflusskurven entstanden, wodurch anhand einer
,.Blickdiagnose* die Keimdifferenzierung erméglicht wird.

(Beachte: Unterschiedliche Y-Achsenskalierung)
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Die Frage welcher Mechanismus den spezifischen Warmeflusskurven zugrunde liegt,
beziehungsweise was genau das Mikrokalorimeter bei Untersuchungen mit
Mikroorganismen eigentlich misst ist nach derzeitigem Forschungsstand noch nicht
abschliefend geklart. Braissant und Kollegen sehen die Diauxie als Ursache der
spezifischen Wirmeflusskurven (Braissant et al., 2010). Diauxie ist eine Eigenschaft
von Mikroorganismen die mehrere Substrate verwerten konnen. Meist sind sie nicht
in der Lage mehrere Kohlenstoffquellen gleichzeitig abzubauen, so dass der
Metabolismus zum Abbau weiterer Substrate so lange ausgeschaltet bleibt, bis die
erste Nahrungsquelle vollstindig degradiert ist. Charakteristisch ist ein kurzzeitiger
Abbruch des Wachstums nach vollstindigem Abbau des ersten Substrats. Wihrend
dieser Pause werden die Enzyme fiir den Abbau des zweiten Substrats produziert,

bevor dessen Metabolismus beginnen kann (Abb. 12).
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Abbildung 12: Schematische Darstellung der Diauxie.

Eine mogliche Ursache fiir die spezifische Form der Wirmeflusskurven kdnnte die Diauxie, also der
sukzessive Abbau von Kohlenstoffquellen darstellen. Unter einer Warmeflusskurve von
Staphylococcus aureus ist die Nutzung verschiedener Kohlenstoffquellen und der dabei entstehende
Wirmefluss durch graue Dreiecke exemplarisch dargestellt. Beispielsweise konnte eine solche
Abfolge folgendermalien verlaufen: 1. oxidativer Glukoseabbau (hellgrau), 2. Glukose Fermentation
(mittelgrau) und 3. Laktose Fermentation (dunkelgrau).

5.3 Wiarmeflussmessung an Kathetern

5.3.1 Kontrolliert kolonisierte Katheter

Die bisher gesammelten Erkenntnisse wurden ausschlieBlich in Versuchen mit
planktonischen Bakterien gesammelt. Methoden zur Diagnostik von KAI haben
allerdings die Aufgabe Mikroorganismen, die an Polymeroberflichen haften zu
detektieren. Um dieses Szenario unter Laborbedingungen zu untersuchen, wurden

Katheterabschnitte in vitro kontrolliert mit Staphylococcus epidermidis 1457 M10
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kolonisiert. M10 ist eine Biofilm-negative Mutante: das bedeutet, dass der Stamm
nicht in der Lage ist, sich in mehreren Lagen an Oberflichen zu organisieren,
sondern lediglich eine einlagige Bakterienzellschicht auf einem Katheter ausbildet.
Dies hat zur Folge, dass die Anzahl an Bakterien, die am Katheterabschnitt haften in

diesem Versuch besser unter Kontrolle gehalten werden konnte.

Auch diese kiinstlich kolonisierten Katheter wurden im Mikrokalorimeter 10 Stunden
auf ihre Wirmeabgabe untersucht. Die Versuchsgruppe mit 10*> KBE/ml und 10
KBE/ml ergab wihrend des Messintervalls, abgesehen vom basalen Wirmefluss des
Nédhrmediums, keine signifikante Wiarmeabgabe. Katheterabschnitte, die in einer 10*
KBE/ml - Kultur besiedelt wurden, zeigten am Ende der 10-stiindigen (600 min)
Inkubation des Katheters im Mikrokalorimeter einen signifikanten Anstieg des
Wirmeflusses auf maximal 27,1£8,4 uW (n=3). Derselbe Wert wurde bei 10°
KBE/ml bereits nach 526 min (n=3), bei 10’ KBE/ml nach 281 min (n=4) und bei
10® KBE/ml nach 176 min (n=3) erreicht (Abb. 13 und Tabelle 5).
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Warmefluss [uW]

Abbildung 13: Die Geschwindigkeit und Maxima der Wirmeentwicklung.
Dargestellt sind die mittelwertigen Wiarmeflusskurven von kolonisierten Kathetern aus
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unterschiedlichen Inkubationskonzentrationen.
In 10* KBE/ml bewachsene Katheter erreichten nach 600 Minuten einen Wiirmefluss von 27,1+£8,4

UW (rechtes Kreuz und horizontale Linie). Dieser Wert wurde von Kathetern, die in hoher
konzentrierten Bakteriensuspensionen inkubiert wurden, entsprechend frither erreicht.

600

Der Maximalwert des Wirmeflusses ist fiir diese Kurven mit einem schwarzen Pfeil gekennzeichnet.
Katheter aus hoheren Bakterienkonzentrationen bewirken innerhalb des Messintervalls auch einen

hoheren Wirmefluss und erreichen frither ihren Maximalwert.
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Tabelle 5
Keimexposition [KBE/ml] n 27,1 uW nach...  Max. Wirmefluss [uW]
10* 3 600 min 27,1484
(nach 600min)
10° 3 526 min 33,5+4,7
(nach 600 min)
107 4 281 min 84,8+49 4
(nach 356 min)
10® 3 176 min 94,6+16,7
(nach 246 min)

Der maximale Warmefluss betrug bei 10° KBE/ml 33,5+4,7 uW (nach 600 min), bei
10" KBE/ml 84,8+49.4 uW (nach 356 min) und bei 10° KBE/ml 94,6+16,7 uW
(nach 246 min) (Tabelle 5). Der Anstieg des Wiarmeflusses tritt also ab einer
Inkubation in 10* KBE/ml bei steigender Keimexposition immer frither auf und
erreicht einen grofleren Maximalwert (Abb. 13). Wie in Kap. 5.2 fir
Bakteriensuspensionen beschrieben, steigen auch hier die Geschwindigkeit der
Wirmeentwicklung und die Hohe der Wiarmeabgabe mit wachsender Keimzahl an.
Diese Daten bestitigen, dass die Mikrokalorimetrie eine rasche Detektion der
bakteriellen Besiedelung von Gefidfkathetermaterial ermoglicht, sowie das Ausmal
der Besiedlung beschreiben kann. Das Potential der Mikrokalorimetrie, bakterielle
Adhision an Oberfldchen zu beurteilen, konnte bereits in einer zahnmedizinischen
Studie, welche die Adhidsion von Streptococcus sanguinis an Glasoberflichen

untersuchte, gezeigt werden (Hauser-Gerspach et al., 2008).
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5.3.2 Ex vivo gewonnene Katheter

Nachdem gezeigt wurde, dass mittels Messungen des Wirmeflusses unter
Laborbedingungen kolonisierte Katheter frithzeitig und hochsensitiv detektiert
werden, sowie eine quantitative Differenzierung des Grades der Besiedlung anhand
von Vergleichsdaten moglich ist, galt es im nichsten Schritt zu priifen, wie sich das

Verfahren nun an Patientenmaterial verhilt.

Von insgesamt 29 untersuchten klinischen Katheterpaaren zeigten 93 % (27 Fille)
eine  Ubereinstimmung  zwischen den mikrokalorimetrischen und den
mikrobiologischen Ergebnissen. Und zwar zeigten 20 Katheterpaare weder in der
mikrokalorimetrischen noch in der mikrobiologischen Untersuchung bakterielles
Wachstum. Weitere 7 Katheterpaare zeigten in beiden Untersuchungsmethoden
positive Befunde. In 7 % (2 Fille) der Untersuchungen wichen die Resultate
voneinander ab. Jeweils ein Katheterpaar zeigte
mikrokalorimetrisch/mikrobiologisch ein [negativ/positiv]-Ergebnis bzw.
[positiv/negativ]-Ergebnis (Abb. 14). Die abweichende Katheterprobe ohne Anstieg
des Wirmeflusses im Kalorimeter, zeigte auch  nach Ausplattierung der
Kaloriemeterkultur kein Wachstum, so dass das positive Ergebnis der
mikrobiologischen Untersuchung (Koagulase negative Staphylokokken) eventuell
Folge einer Kontamination ist. Moglich ist auch dass der mikrobiologisch
untersuchte Katheterabschnitt tatsdchlich adhirente Keime aufwies, wihrend der
mikrokalorimetrisch untersuchte Abschnitt keimfrei war. Die andere Probe mit
abweichendem Ergebnis stand mit der klinischen Diagnose Pneumonie und
Pilzsepsis in Verbindung. Dementsprechend ist in diesem Fall das positive Ergebnis
der Mikrokalorimetrie mit darauf folgendem massenspektrometrischen Nachweis

einer Candida albicans plausibel.
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Katheterpaare
gesamt
n=29
Negativ TAM' Negativ TAM' Positiv TAM' Positiv TAM'
Negativ QC? Positiv QC? Negativ QC? Positiv QC?
n=20 n=1 n=1 n=7

Abbildung 14: Darstellung von Ubereinstimmung und Abweichung der mikrobiologischen und
mikrokalorimetrischen Ergebnisse.

Von insgesamt 29 untersuchten ex vivo gewonnenen Kathetern lieferten in beiden
Untersuchungsmethoden 20 Katheter einheitlich negative und 7 Katheter einheitlich positive
Ergebnisse. In 2 Fillen variierten die Ergebnisse der diagnostischen Verfahren voneinander.

"TAM, Mikrokalorimetrische Messung des Wiirmeflusses (Thermal Activity Monitor)

20C, Mikrobiologische Diagnostik mittels quantitativer Kultur

Um anhand von Wirmeflusskurven Riickschliisse auf die Keimspezies ziehen zu
konnen, miissten Referenzkurven der einzelnen Mikroorganismen bekannt sein.
Positive mikrokalorimetrische Messungen wurden in dieser Arbeit nach
massenspektrometrischer Untersuchung einer Keimspezies zugeordnet. Die
massenspektrometrische Bestimmung der positiven Kalorimeterkulturen mittels
MALDI-TOF stimmte, mit Ausnahme des zuvor genannten Falles, mit den
Ergebnissen der mikrobiologischen Auswertung iiberein. Ein Bezug zu anderen
Publikationen lésst sich hier nicht stellen, da die vorliegende Arbeit die erste ist, die

sich mit der mikrokalorimetrischen Untersuchung kolonisierter Katheter befasst.

50



Diskussion

5.4 Sensitivitat der Mikrokalorimetrie

Zu den Anforderungen einer neuen Methode der KAI Diagnostik zdhlen nicht nur die
Fahigkeiten der Keimdetektion, -quantifizierung und —identifikation, sondern auch
die Sensitivitdat ist von essentieller Bedeutung. Es galt die geringste an einem
Kathetersegment haftende Bakterienanzahl zu finden, die wihrend der 10-stiindigen
mikrokalorimetrischen Messungen ein positives Ergebnis hervorruft. Darauthin war
es ebenso von Interesse, wie sich die Mikrokalorimetrie, im Hinblick auf die
minimale Nachweisgrenze, in einem Vergleich mit anderen diagnostischen

Methoden verhilt.

Ab einer Inkubation in mindestens 10° KBE/ml lieferten die besiedelten
Katheterabschnitte innerhalb der 10-stiindigen mikrokalorimetrischen Messungen
einen signifikanten Anstieg des Wiarmeflusses. An diesen Kathetersegmenten wurden
im Mittelwert 10,29 Koloniebildende Einheiten nachgewiesen. Somit Ildsst sich
beziiglich der unteren Messgrenze schlussfolgern, dass Katheter mit etwa 10
Koloniebildenden Einheiten besiedelt sein miissen, um bei einer 10 Stunden
Inkubation im Mikrokalorimeter ein positives Ergebnis zu produzieren. Diese Daten
verdeutlichen die hohe Sensitivitit der Mikrokalorimetrie. Das 10-stiindige
Messintervall der vorliegenden Arbeit war willkiirlich festgelegt und ist keine
zeitliche Mindestanforderung dieser Methode. Wie bereits gezeigt wurde, ist bei
hoherer Keimlast eine Detektion der Bakterien weit vor Ablauf der 10 Stunden

moglich, der Zeitbedarf dieses Verfahrens ist somit duferst gering.

Trampuz und Kollegen ermittelten mikrokalorimetrische Messgrenzen von 2 KBE
fiir Streptococcus pneumoniae, 4 KBE fiir Neisseria meningitidis und 7 KBE fiir
Listeria monocytogenes, allerdings liefen die Messungen weit iiber 10 Stunden
hinaus und es wurden keine Fremdkorper-assoziierte Infektionen untersucht
(Trampuz et al., 2007b). Da niedrige Keimkonzentrationen lidnger bendtigen, um

einen definierten Schwellenwérmefluss zu erreichen, stehen die Ergebnisse nicht im
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Kontrast mit den Erkenntnissen dieser Arbeit, zumal deutlich geworden ist, dass sich
unterschiedliche Bakterienspezies beziiglich ihrer Wéirmeproduktion nicht
vergleichen lassen. Die Detektionszeit ist abhingig von der initialen Anzahl an

Mikroorganismen, ihrer Replikationsrate und der Warmeproduktion pro Zelle.

Eine weitere neue Methode zur Detektion von Sepsis ist der PCR-basierte
LightCycler® SeptiFast Test (Roche Diagnostics GmbH, Mannheim) (Lehmann et
al., 2010). Dieses Verfahren liefert nach ungefihr 6 Stunden ein Ergebnis (Louie et
al., 2008) und hat somit ebenso wie die Mikrokalorimetrie einen sehr geringen
Zeitbedarf. Allerdings ist der PCR-Schnelltest im Vergleich mit der
Mikrokalorimetrie kostenintensiver, weist eine geringe Sensitivitdt auf und erlaubt
keine Quantifizierung (Casalta et al., 2009; Lehmann et al., 2011; Wallet et al.,
2010).

Aufgrund der hoheren Sensitivitit und des kontinuierlichen Messprinzips der
Mikrokalorimetrie ist der Zeitraum bis zu einer Diagnose deutlich geringer als bei
konventionellen Kulturen, die auf der Detektion von Wachstum auf Agarplatten oder
in Brithe beruhen. Die Ergebnisse verdeutlichen, dass die Mikrokalorimetrie eine

hochsensitive Methode zum Keimnachweis auf Kathetermaterial darstellt.

5.5 Moglicher Stellenwert der Mikrokalorimetrie in
der klinischen Infektionsdiagnostik

Die Mikrokalorimetrie ist kein Ersatz fiir die mikrobiologische Erregerdiagnostik
und Resistenztestung, erlaubt aber einen beschleunigten und akkuraten
Keimnachweis. Zu den weiteren Vorteilen dieser Methode zidhlen der geringe
Arbeitsaufwand, die wenigen Arbeitsschritte, das Potential zur vollstindigen

Automatisierung sowie das minimale Risiko einer Kontamination oder biologischen
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Gefihrdung aufgrund der geschlossenen Ampullen. Des Weiteren stehen die
untersuchten Proben nach Abschluss der mikrokalorimetrischen Messung, aufgrund
der Passivitidt des Verfahrens unveridndert weiteren Analysen zur Verfiigung. Die
mikrokalorimetrische Untersuchung erfordert zwar eine Katheterentfernung,
ermdglicht jedoch die Erfassung von endoluminalen Keimen und Biofilmen sowie
eine Keimidentifikation. Aullerdem ist die Bestimmung inhibitorischer Effekte oder
der minimalen Hemmkonzentration fiir verschiedene antimikrobielle Wirkstoffe und
Mikroorganismen anhand der Mikrokalorimetrie innerhalb Stunden realisierbar (Li et
al,, 2002; von Ah et al., 2009; Yang et al., 2008). Bei subinhibitorischen
Konzentrationen liefern die Wéarmeflusskurven dariiber hinaus Hinweise auf die Art

der Hemmung (bakterizid oder bakteriostatisch) (von Ah et al., 2009).

Die Mikrokalorimetrie ist beziiglich der Diagnostik katheterassoziierter Infektionen
durchaus eine Konkurrenz zu neuen PCR-basierten Methoden, zumal diese sich
durch die Auswahl der Primer nur auf den Nachweis vorher festgelegter Pathogene
beschrdnkt. Klinische Studien miissen allerdings noch zeigen, ob sich die
mikrokalorimetrische Diagnostik von KAI auch in der Klinik bewihrt, da die
vorliegende Arbeit nur methodisch und nicht Patienten orientiert war. Die schnelle
Verfiigbarkeit eines positiven Befundes hat einen hohen Stellenwert im klinischen
Alltag, da in diesem Fall die Fokussuche abgeschlossen werden kann. Im Hinblick
auf die Mikrokalorimetrie als Bestandteil der zukiinftigen mikrobiologischen
Routinediagnostik sind vereinfachte Gerite, die einen hoheren Probendurchsatz
ermoglichen, erforderlich. Ein kommerziell erhiltliches Gerit beinhaltet bereits 48
Messzylinder fiir die gleichzeitige Untersuchung mehrerer Proben. Zudem wire es
moglich, mit einer begrenzten Anzahl an Messzylindern ein Vielfaches an Proben
auf mikrobielles Wachstum zu untersuchen, indem diese iiberwiegend in einem
Brutschrank kultiviert werden und jeweils nur kurzzeitig, zur Uberpriifung des
Wirmeflusses, in das Mikrokalorimeter gebracht werden. Mit der Verfiigbarkeit

Chip-basierter Sensoren und Kalorimeter wird die Methode wahrscheinlich
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vielseitiger, kosteneffizienter und eventuell bald essentieller Bestandteil der

klinischen Mikrobiologie sein.
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6 Zusammenfassung

Die nosokomiale Sepsis ist ein Problem der Intensivmedizin, speziell im besonders
infektionsanfilligen Kindesalter. Eine Eintrittspforte fiir Bakterien sind die zur
Blutentnahme und  Medikamentengabe  dienenden  Gefédlkatheter.  Bei
Infektionsverdacht werden sie entfernt und mikrobiologisch untersucht, das Resultat
ist jedoch oft erst nach Tagen verfiigbar. Deshalb werden gegenwirtig Methoden zur
rascheren Diagnostik gesucht. Nachdem schon frither der Nachweis von Bakterien
anhand ihrer Wiarmeabgabe beschrieben worden war, hat sich auch in neueren
Studien aus der Erwachsenenmedizin die Kalorimetrie als schnelles Verfahren zum
Erregernachweis in Korperfliissigkeiten oder auf Fremdmaterialien erwiesen. Darum
sollte nun gepriift werden, inwieweit sie sich auch zur Diagnostik von
Katheterinfektionen in der Neugeborenen- und Kinderintensivmedizin eignen wiirde.
Hierzu wurden 1 cm lange Stiicke von pédiatrischen Doppellumenkathetern in
Kulturen des nicht zur Biofilmbildung befidhigten S. epidermidis 1457-M10 bebriitet
und in 3,5 ml TSB-Medium iiber 10 Stunden bei 37°C in einem Mikrokalorimeter
inkubiert. Aufgrund einer Vorstudie zur Relation von Bakteriendichte und
Wiirmeproduktion wurden zur Vorbebriitung der Katheter Keimzahlen von 10* bis
10® KBE/ml verwandt. Zur Quantifizierung der adhirenten Bakterien wurden bei
einzelnen bebriiteten Kathetern die Keime mittels Ultraschall abgelost, die ent-
standene Suspension auf Blutagarplatten ausgestrichen und die resultierenden KBE
ausgezihlt. Ferner wurden von den Bakterienspezies E. coli, P. aeruginosa, S. aureus
und S. marcescens Kulturen mit einer Keimzahl von 10° KBE/ml hergestellt und
diese parallel als Kalorimeterkultur und als mikrobiologische Schiittelkultur
inkubiert.

Die bewachsenen Katheter zeigten einen mit zunehmender Keimzahl rascher
ansteigenden und hohere Maxima erreichenden Wirmefluss, wobei die
Nachweisgrenze bei 10 KBE (in der 10* KBE/ml-Gruppe) lag. Aus den definierten

Kulturen unterschiedlicher Bakterienspezies ergaben sich hochreproduzierbare
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Wirmeflusskurven, die sich zwischen den Bakterienspezies nicht nur in der Hohe der
Wirmeabgabe, sondern auch im Kurvenverlauf so deutlich unterschieden, dass sie
eine ,Blickdiagnose® erlaubten. Dabei erbrachten die Mikrokalorimeterkulturen
geringere Keimzahlen als die mikrobiologischen Schiittelkulturen, so dass die
charakteristischen Kurvenverldufe auf artspezifischen Stoffwechselumstellungen bei
der zunehmenden Sedimentation beziehungsweise Substratverarmung in den
kalorimetrischen Messampullen beruhen diirften. Erste Erfahrungen mit klinischen
Proben scheinen die Ergebnisse der methodischen Untersuchungen zu bestétigen,
weisen aber auch auf die Notwendigkeit geeigneter priparativer Schritte zur
Standardisierung der Diagnostik hin.

Schlussfolgerungen: Die Kalorimetrie erlaubt nicht nur eine empfindliche
Detektion, sondern offenbar auch eine niherungsweise Identifikation von Bakterien
und kann damit — standardisiertes Vorgehen vorausgesetzt — eine raschere Diagnostik

von Katheterinfektionen in der Kinderintensivmedizin ermdglichen.
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Anhang

8 Anhang

8.1 Abkiirzungsverzeichnis

Abb.

ATTC

KAI

KBE

MALDI-TOF

mJ

OD600

PBS

Spp.

TSB

U/Min

UKE

Abbildung

American Type Culture Collection
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8.3 Lebenslauf

Aus datenschutzrechtlichen Griinden entfernt.
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