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Zielsetzung

1 Zielsetzung

Ziel dieser Arbeit ist der exemplarische Vergleich ausgewahlter, auf unter-
schiedlichen Prinzipien beruhender, Methoden fiir die Direktidentifizierung
von Erregern aus positiven Blutkulturflaschen mittels Matrix-Assisted-La-
ser-Desorption/lonization Time-of-Flight (MALDI-TOF) Massenspektromet-
rie. Im Mittelpunkt steht dabei eine detaillierte Analyse der analytischen
Sensitivitat. Dartber hinaus sollen die untersuchten Verfahren orientierend
hinsichtlich des erforderlichen Arbeitsaufwandes und des Verbrauchsmittel-
bedarfs verglichen werden. Anhand der ermittelten Ergebnisse soll die Ein-
setzbarkeit der Verfahren in der mikrobiologischen Routinediagnostik beur-

teilt werden.
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2 Einleitung

2.1 Bakteriamie

Eine Bakteriamie ist definiert als das Auftreten von Mikroorganismen in der
Blutbahn und ist haufig Ausdruck einer schweren Infektion (Reimer et al.
1997). Zu den pradisponierenden Faktoren gehdren u. a. medizinische
Mallnahmen wie die Anlage eines zentralventsen Katheters oder Blasen-
katheters, kunstliche Beatmung, zuvor stattgefundene operative Eingriffe,
sowie vorhergegangene Krankenhausaufenthalte und eine antimikrobielle
bzw. immunsuppressive Therapie (Warren et al. 2001; Marra et al. 2011;
Marin et al. 2014). Auch das Vorliegen von Erkrankungen, die mit einer Im-
munschwache einhergehen (z. B. HIV) oder das Eindringen von Erregern
erleichtern (z. B. Verbrennungen), begiinstigt das Auftreten einer Bakteria-
mie (Reimer et al. 1997; Endimiani et al. 2003; Rodriguez-Bafio et al. 2009).
Die Inzidenz der Bakteriamie liegt in den Industrienationen bei ca. 166 Er-
krankungen pro 100.000 Einwohnern pro Jahr (Sggaard et al. 2011). Etwa
60 % der Bakteriamien gelten als nosokomial erworben (lbrahim et al.
2000).

Von 1960 bis 1970 wurden Bakteriamien am haufigsten durch gramnega-
tive Bakterien hervorgerufen; in den folgenden Jahrzehnten verschob sich
das Erregerspektrum jedoch zunehmend in Richtung grampositiver Orga-
nismen (Martin et al. 2003; Wisplinghoff et al. 2004; Bearman und Wenzel
2005; Naber 2009).

Unter den grampositiven Erregern dominieren koagulasenegative Staphy-
lokokken (KNS), Staphylococcus aureus und Enterokokken; die gramnega-
tiven Bakterien werden vor allem durch die Enterobakterienarten E-
scherichia coli, Klebsiella spp. und Enterobacter spp. sowie durch Pseu-
domonas aeruginosa reprasentiert (Ibrahim et al. 2000; Warren et al. 2001,
Beekmann et al. 2003; Wisplinghoff et al. 2004; Naber 2009; Kollef et al.

2011; Seggaard et al. 2011). Dabei variiert die in einzelnen Studien
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gefundene Erregerverteilung (Tabelle 1) in Abh&angigkeit vom untersuchten
Fachbereich und dem jeweiligen Patientenkollektiv zum Teil erheblich (Be-

arman und Wenzel 2005).

Tabelle 1: Prozentualer Erregeranteil bei Bakteriamien (Seifert et al. 2007)
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Staphylococcus aureus 19,9 174 16,3 204 216 20,2
KNS 10,4 9,5 27,7 9,3 9,2 31,3
Enterokokken 5,5 7,1 8,5 5,5 8,1 9,4
Escherichia coli 22,0 24,2 6,0 23,9 22,6 5,6
Klebsiella spp. 5,9 3,3 4,5 54 6,2 4,8
Enterobacter spp. 4,6 3,8 5,0 3,6 4,2 3,9
Pseudomonas 4.8 3,8 4,4 4,2 3,4 4,3
aeruginosa

1) nur nosokomiale Bakteriamien

KNS: Koagulasenegative Staphylokokken

Seit 1995 vergrol3erte sich der Anteil resistenter Keime wie Methicillin-re-
sistenter Staphylococcus aureus (MRSA), Vancomycin-resistenter Entero-
kokken (VRE) und Pseudomonas aeruginosa kontinuierlich (Cohen 1992;
Allard et al. 2008; Laupland et al. 2008; Shorr et al. 2008; Tumbarello et al.
2008; Naber 2009; Meyer et al. 2010). Dieser Anstieg konnte sowohl im
stationaren, als auch im ambulanten Bereich beobachtet werden (Cohen
1992; Steinberg et al. 1996; Wisplinghoff et al. 2004; Shorr et al. 2008; Tum-
barello et al. 2008; Naber 2009; Ortega et al. 2009; del Rio et al. 2009).

Die Gesamtmortalitdt der Bakteriamie liegt, je nach Erreger, Grunderkran-

kung und Patientenkollektiv in den Industrienationen im Bereich von 15 %
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bis 67 %. Die 30-Tage-Mortalitat liegt bei 8 % bis 33 % (Lark et al. 2000;
Warren et al. 2001; Martin et al. 2003; Osmon et al. 2004; Wisplinghoff et
al. 2004; Kang et al. 2005; Khatib et al. 2006b; Mufioz et al. 2008; Wareham
et al. 2008; Ammerlaan et al. 2009; Paul et al. 2010; Vitkauskiené et al.
2010; Kollef et al. 2011). Bei nosokomialen und katheterassoziierten Bak-
teriamien ist die Mortalitat im Vergleich zu ambulant erworbenen Bakteria-
mien erhoéht (Ibrahim et al. 2000; Khatib et al. 2006a; Laupland et al. 2008;
Robinson et al. 2009).

2.2 Bedeutung der zeitnahen Erregeridentifikation

Mehrere Studien konnten zeigen, dass eine adaquate Antibiotikatherapie
bei Bakteridamie zu einem signifikanten Rickgang der Mortalitat um den
Faktor 1,3 bis 11,1 fuhrt (Leibovici et al. 1998; Ibrahim et al. 2000; Lodise
et al. 2003; Kang et al. 2005; Khatib et al. 2006a; Tumbarello et al. 2007;
Tumbarello et al. 2008; Kumar et al. 2009; Robinson et al. 2009; Paul et al.
2010; Vitkauskiené et al. 2010; Retamar et al. 2012; Gasch et al. 2013).
Daruiber hinaus konnte die Starke dieses Effekts mit dem Zeitverzug zwi-
schen Symptom- und Therapiebeginn in Zusammenhang gebracht werden.
Der positive Effekt einer adaquaten Therapie war dabei umso ausgepragter,
je friher die Behandlung eingeleitet wurde (MacArthur et al. 2004; Kumar
et al. 2009; Gaieski et al. 2010).

Durch eine beschleunigte Erregeridentifizierung im mikrobiologischen La-
bor kann, je nach Ausmald der erreichten Verkirzung und dem vorherr-
schenden Erregerspektrum, der Anteil der Patienten unter adaquater anti-
bakterieller Behandlung in der Friihphase der Infektion erhht werden (Ba-
renfanger et al. 1999; Kerremans et al. 2008). In Patientenkollektiven mit
einem signifikanten Anteil empirisch nicht adaquat behandelter Patienten
konnte in der Folge ein Ruckgang der Mortalitat beobachtet werden (Doern
et al. 1994).

In Patientenkollektiven mit einem hohen Anteil empirisch adaquat behan-
delter Patienten zeigte sich der Vorteil einer beschleunigten Erregeridentifi-

zierung im Rickgang des Antibiotikaverbrauchs, einer Verklirzung der
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Liegedauer oder einer allgemeinen Kostenreduktion (Leibovici et al. 1998;
Barenfanger et al. 1999; Beekmann et al. 2003; Kerremans et al. 2008; Le-
one und Martin 2008; Shorr et al. 2008; Rodriguez-Bafio et al. 2009; Wol-
kewitz et al. 2011).

Allerdings scheinen systematische Verbesserungen in der Betreuung bak-
teriamischer Patienten, z. B. im Rahmen von Antibiotic-Stewardship-Pro-
grammen, sowohl das Ausmalf des Nutzens als auch den Anteil profitieren-
der Patienten bei beschleunigter Erregeridentifizierung zu reduzieren (Ost-
hoff et al. 2017).

2.3 Erregernachweis bei Bakteriamie

Das schnellste Verfahren zum direkten Erregernachweis bei Bakteriamie ist
die Polymerase-Kettenreaktion (PCR). Kommerziell verfigbare Testsys-
teme erlauben damit die Identifizierung von Bakteriamieerregern innerhalb
von 6 bis 8 Stunden. Aufgrund des hohen Arbeitsaufwandes und der be-
trachtlichen Kosten konnte sich die Technik bisher jedoch nicht in der mik-
robiologischen Routinediagnostik etablieren. In der Mehrzahl der Falle er-
folgt der Erregernachweis daher durch Anzucht in Blutkulturen. Dabei wer-
den aerob und anaerob zu bebritende Flissigmedien mit einer definierten
Menge Blut inokuliert und bei 35-37 °C inkubiert. Durch die kontinuierliche
Uberwachung des Bakterienwachstums in modernen automatisierten Blut-
kultursystemen konnte die durchschnittliche Zeit bis zur Detektion von Er-
regerwachstum inzwischen auf nur noch ca. 15 h (Klouche und Schréder
2008) reduziert werden. In mehr als 90 % der Falle gelingt die Erregeran-
zucht innerhalb der ersten 48 Stunden nach Probenentnahme (Reisner und
Woods 1999). Zum Zeitpunkt der Positivitdt wird zunéchst eine orientie-
rende morphologische Charakterisierung der angezichteten Erreger an-
hand eines Grampraparats vorgenommen. Anschliel3end erfolgt eine Sub-
kultur auf Festndhrmedien zur weiteren Differenzierung und Empfindlich-
keitsprufung (Seifert et al. 2007). In Abhangigkeit von den dabei eingesetz-
ten Verfahren (MALDI-TOF Massenspektrometrie, Biochemische Typisie-

rung, Sequenzierung) beansprucht die endgultige Erregeridentifizierung 1
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bis 3 Tage. Als Folge dieser zeitlichen Verzogerung zwischen primarer An-
zucht in der Flussigkultur und endgultiger Erregerdifferenzierung hat daher
im Kklinischen Alltag vor allem das wenig differenzierte Ergebnis des unmit-
telbar zum Zeitpunkt der Positivitat durchgefiihrten Grampréaparats einen
relevanten Einfluss auf das therapeutische Vorgehen, wéhrend die mit er-
heblich groRerem Aufwand gewonnen Informationen zu Speziesidentitat
und Empfindlichkeit nur selten zu Umstellungen der Therapie fihren (Mun-
son et al. 2003).

2.4 Direkte Identifizierung von Bakterien in positi-
ven Blutkulturen mittels MALDI-TOF Massen-
spektrometrie

Durch Anwendung molekularbiologischer Verfahren zur Direktidentifizie-
rung von Mikroorganismen in positiven Blutkulturen kann die Zeit bis zum
Vorliegen der Erregeridentifizierung bei positiven Blutkulturen im Vergleich
zur konventionellen Identifizierung nach Subkultur auf Festnahrmedien um
mindestens einen Tag verklrzt werden. Dadurch stehen in der Frihphase
der Infektion wesentlich detailliertere Informationen zum auslésenden Erre-
ger zur Verfugung als durch die zu diesem Zeitpunkt sonst tbliche mikro-
morphologische Charakterisierung durch Gramfarbung von Blutkulturaus-
strichen. Allerdings ist die Mehrzahl der zu diesem Zweck erprobten Ver-
fahren, wie PCR, Fluoreszenz-in-situ-Hybridisierung (FISH) oder DNA-
Microarrays, kostenintensiv, arbeitsaufwéandig oder nicht fir die Identifika-
tion eines breiten Erregerspektrums geeignet (Schrenzel 2007; Klouche
und Schréder 2008).

Mit dem Aufkommen entsprechender kommerzieller Systeme hat der Ein-
satz der MALDI-TOF Massenspektrometrie zur ldentifizierung von Mikroor-
ganismen in der mikrobiologischen Routinediagnostik in den letzten Jahren
stetig zugenommen und in den meisten Laboren die biochemische Differen-
zierung als Standardverfahren zur Speziesidentifizierung angezichteter
Bakterien und Hefen abgeldst (Seng et al. 2009). Das Prinzip des Verfah-

rens wurde bereits 1996 beschrieben (Claydon et al. 1996; Holland et al.
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1996): Intakte Bakterien oder Proteinextrakte werden auf einem geeigneten
Probentrager in eine niedermolekulare Matrix eingebettet und mit Laserim-
pulsen beschossen. Durch den Beschuss werden Proben- und Matrixmole-
kile in die Gasphase Uberfuhrt und zum Teil ionisiert. Die geladenen Mole-
kilionen werden in einem elektrostatischen Feld in Richtung auf einen De-
tektor beschleunigt, mit dessen Hilfe Flugzeit und Signalintensitat registriert
werden (Abbildung 1).
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Abbildung 1: Prinzip der MALDI-TOF Massenspektrometrie (nach Sauer 2010).

Die Probe wird auf den Probentrager aufgebracht und mit Matrixlésung fixiert. Durch La-
serbeschuss werden Proben- (weil3) und Matrixmolekile (grau) als Gas aus dem Ma-
trixkristall gelést (Desorption) und ionisiert. Die lonen werden mittels Hochspannung in
Richtung des Detektors beschleunigt. Aus der registrierten Flugzeit (Time of Flight, TOF)
kann das Masse-Ladungs-Verhaltnis einzelner Molekilspezies abgeleitet werden.

Aus der gemessenen Flugzeit kdnnen Uber die bekannten Verhaltnisse von
Teilchenladung, kinetischer Energie und Teilchenmasse die Masse-La-
dungsverhaltnisse der einzelnen Molekilspezies abgeleitet werden. Der
Auftrag von Signalintensitat Uber das Masse-Ladungsverhaltnis ergibt ein
Probenspezifisches Massenspektrum, in dem einzelne Molekilspezies
durch umschriebene Spitzen (Peaks) reprasentiert sind (Abbildung 2).

Durch Abgleich dieses Massenspektrums mit Referenzspektren in einer

7
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Datenbank ist in der Regel eine eindeutige Spezieszuordnung des geteste-
ten Erregers moglich (Drancourt 2010; Sauer und Kliem 2010).
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Abbildung 2: Massenspektrum von E. coli nach Probenvorbereitung durch Amei-
sensaureextraktion.

Rohspektrum in hellgrau, Grundlinie (gestrichelt) in dunkelgrau, prozessiertes Spektrum
(geglattet, Grundlinie subtrahiert) in schwarz. Die zehn Peaks mit der hochsten Intensitét
sind mit dem jeweiligen m/z-Wert (Verhéltnis aus Teilchenmasse und Teilchenladung) be-
schriftet.

Im Vergleich zu biochemischen oder sequenzbasierten Verfahren ermdg-
licht die MALDI-TOF Massenspektrometrie eine schnellere Identifizierung
bei deutlich niedrigeren Verbrauchsmittelkosten (Emonet et al. 2010). Im
Rahmen der Blutkulturdiagnostik kann durch den Einsatz der Technologie
zur Erregeridentifizierung nach Subkultur die Zeit bis zum Vorliegen der
endgultigen Speziesidentifizierung im Vergleich zur biochemischen Typisie-
rung in der Regel bereits um einen Tag verkurzt werden. Verfahren zur Auf-

reinigung von Mikroorganismen aus Flussigkulturen ermdglichen dartber
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hinaus die direkte massenspektrometrische Erregeridentifizierung aus po-
sitiven Blutkulturen unter Verzicht auf die zeitintensive Subkultivierung.

Die fur diesen Zweck entwickelten Protokolle zur Probenvorbereitung nut-
zen unterschiedliche chemische oder physikalische Methoden mit dem Ziel,
Probenbestandteile, die das bakterielle Spektrum stéren oder Uberlagern,
zu entfernen. Erfolgreich erprobt wurden Lysiszentrifugation (LZ) (Kok et al.
2011; Schubert et al. 2011; Buchan et al. 2012; Klein et al. 2012; Lagaceé-
Wiens et al. 2012; Loonen et al. 2012; Saffert et al. 2012), differentielles
Zentrifugieren (DZ) (La Scola und Raoult 2009; Christner et al. 2010) und
Verfahren, die die Grundprinzipien der vorgenannten Ansatze kombinieren
(DLZ) (Prod’hom et al. 2010; Stevenson et al. 2010). Bei der Lysiszentrifu-
gation werden durch den Zusatz von Detergenzien Zellen in der Blutkultur-
flissigkeit zerstort, um ihre Bestandteile nach Zentrifugation mit dem Uber-
stand entfernen zu kdnnen. Das differentielle Zentrifugieren nutzt die unter-
schiedlichen Massen von Mikroorganismen und Blutzellen zur Trennung
durch die Kombination mehrerer Zentrifugationsschritte mit unterschiedli-
cher Geschwindigkeit. Bei der differentiellen Lysiszentrifugation werden
beide Prinzipien hintereinander angewendet. Alle Verfahren ermadglichen
eine Erregeridentifikation binnen maximal zwei Stunden; zur Durchfiihrung
der Lysiszentrifugation ist mittlerweile ein CE-zertifizierter Reagenziensatz
verfluigbar (Bruker MBT Sepsityper).

In Studien wurden fur die verschiedenen Verfahren Identifikationsraten zwi-
schen 61 % und 87 % ermittelt (Tabelle 2). Aktuelle Ubersichtsarbeiten be-
richten, je nach Studienauswahl und Bewertungskriterien, ldentifikationsra-
ten zwischen 74 und 93 % (Morgenthaler und Kostrzewa 2015; Scott et al.
2016). Nur in wenigen Arbeiten wurden dabei mehrere Verfahren zur Pro-
benvorbereitung direkt verglichen (Loonen et al. 2012). Wegen der geringen
Anzahl an Vero6ffentlichungen zu einzelnen in-house-Protokollen und der
zum Teil betrachtlichen Heterogenitat der Arbeiten im Hinblick auf die ver-
wendeten Bewertungskriterien und das untersuchte Probenkollektiv er-
scheinen vergleichende Aussagen im Hinblick auf Effektivitat der einzelnen

Protokolle schwierig.
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In der vorliegenden Arbeit sollen daher drei Verfahren zur direkten Identifi-

kation von Bakterien aus positiven Blutkulturen, die den unterschiedlichen

Extraktionsprinzipien (DZ, DLZ, LZ) zugeordnet werden kénnen, unter Ver-

wendung eines standardisierten Testprotokolls verglichen werden.

Tabelle 2: Studien zur Direktidentifizierung von Mikroorganismen aus positiven

Blutkulturen

Referenz Methode Untersuchte ID-Rate?
Proben

La Scola und Raoult Dz 240 75 %
2009

Christner et al. 2010 Dz 277 87 %
Stevenson et al. 2009 DLZ 212 76 %
Prod’hom et al. 2010 DLZ 122 79 %
Loonen et al. 2011 LZ 101 78 %
Schubert et al. 2011 LZ 456 61 %
Kok et al. 2011 LZ 472 75 %
Saffert et al. 2012 LZ 101 76 %
Klein et al. 2012 LZ 123 81 %
Lagace-Wiens et al. 2012 LZ 62 79 %
Buchan et al. 2012 LZ 145 84 %

1) Anteil der Proben mit korrekter Identifizierung bei Verwendung eines Identifikations-

score-Cutoffs von 1,7 (auf3er bei La Scola und Raoult 2009).

Dz: Differentielles Zentrifugieren; DLZ: Differentielle Lysiszentrifugation; LZ: Lysiszentri-

fugation

10
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3 Material und Methoden

3.1 Material

3.1.1 Bakterienstamme

Stamm

WDCM-Nummer

Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853

Escherichia coli DH5a

Staphylococcus aureus Newman
Enterococcus faecalis ATCC 29212

00025

00087

3.1.2 Nahrmedien

Nahrmedium

Hersteller/Lieferant

Bactec Plus Aerobic/F Blutkulturflaschel
Columbia Blutagar mit Schafblut!

BHI-Agar?

Becton Dickinson
Oxoid

Oxoid

1) Gebrauchsfertiges Medium

2) Fertigmischung, nach Herstellerangaben zubereitet

3.1.3 Laborgerate

Gerat

Bezeichnung

Hersteller

Blutkultursystem
Brutschrank
Massenspektrometer
Photometer
Thermomixer
Vortex-Mixer
Wasserbad
Zentrifugen

Bactec 9240

keine Angabe
Microflex LT
Ultrospec 3100 pro
Thermomixer comfort
keine Angabe
keine Angabe.
Biofuge pico
Centrifuge 5417 R
Megafuge 3.0 R
Multifuge 1 s-R

Becton Dickinson
Heraeus

Bruker Daltonik
Amersham Bioscience
Eppendorf
Heidolph

keine Angabe
Heraeus
Eppendorf
Heraeus
Heraeus

11
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3.1.4 Zubehor und Verbrauchsmaterial

Bezeichnung Hersteller/Lieferant
1,5 ml Reaktionsgefald Eppendorf

12 ml PS-Zentrifugenréhrchen Greiner bio-one
50 ml Zentrifugenréhrchen Sarstedt
Einwegpasteurpipette Assistent
Safety-Multifly Set Sarstedt

BD Eclipse Needle Becton Dickinson
21 G*11/2 TW (0,8 mm*40 mm)

Vacuette 8 ml Greiner bio-one
Z Serum Sep Clot Activator

B/Braun Injekt 10 ml Spritzen B. Braun

MSP 96 Probentrager (ground steel) Bruker Daltonik

3.1.5 Chemikalien und Reagenzien
Alle verwendeten Reagenzien und Chemikalien lagen, wenn nicht anders

bezeichnet, als analysereine Substanzen vor.

Bezeichnung Hersteller/Lieferant
Acetonitril Sigma-Aldrich
Ameisensaure Sigma-Aldrich
a-4-Cyano-hydroxycinnamic acid Buker Daltonik
EDTA Dinatriumsalz Dihydrat Carl Roth
Ethanol Sigma-Aldrich
KCI Merck
KH2PO4 Merck

NaCl J.T. Baker
NaHCOs Merck
NazHPO4 Merck

NH4Cl Merck
Trifluoressigsaure Sigma-Aldrich
Wasser Sigma-Aldrich

12
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3.1.6 Reagenziensatze

Reagenziensatz Hersteller/Lieferant

MALDI Sepsityper Kit Buker Daltonik

3.1.7 Losungen
Alle Lésungen wurden, wenn nicht anders angegeben, bei 121 °C und
214 kPa fur 20 min autoklaviert.

Phosphatgepufferte Salzlésung, pH 7,3-7,4 (PBS)

8 g NaCl

0,2 g KH2PO4

0,2 g KClI

Zweifach destilliertes Wasser ad 1 |

RBC-Lysis-LOosung

0,186 g EDTA Dinatriumsalz Dihydrat
4,15 g NH4Cl

0,84 g NaHCO3

495 ml zweifach destilliertes Wasser

HCCA-Matrixl6sung (nicht autoklaviert)

475 ul Wasser

25 pl Trifluoroessigsaure

500 ul Acetonitril

4-a-Cyano-hydroxycinnamic-acid (bis LOsung gesattigt ist)

3.1.8 Software
R 3.0.3 (R Core Team 2014)
MALDI Biotyper 2.0 (Bruker Daltonics, Billerica, MA)
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3.2 Methoden

3.2.1 Studienaufbau

Sterile Blutkulturflaschen (BD Bactec Plus Aerobic/F) wurden mit 10 ml Blut
beimpft und einen Tag bzw. sieben Tage im BACTEC 9240 Blutkultursys-
tem bei 36x1 °C bebrutet. Die prainkubierten Blutkulturen wurden anschlie-
Rend mit 108 bis 10° koloniebildenden Einheiten (KBE)/ml verschiedener
Referenzstamme versetzt. Die so erzeugten Blutkulturen mit definierter Er-
regerlast wurden mit verschiedenen Probenaufbereitungsverfahren zum Er-

regerdirektnachweis mittels MALDI-TOF Massenspektrometrie untersucht.

3.2.2 Gewinnung und Vorbereitung des Untersuchungsma-
terials

Je 10 ml Blut wurden direkt nach der Gewinnung durch Venenpunktion un-
ter sterilen Bedingungen in BD Bactec Plus Aerobic/F-Flaschen Uberfuhrt
und bei 36+1 °C in einem Bactec 9240 Blutkultursystem fir einen bzw. sie-
ben Tage inkubiert. Vom Inkubator als bewachsen gemeldete Blutkulturfla-
schen wurden als kontaminiert aussortiert, zusatzlich wurden zur Sterilkon-
trolle von jeder verarbeiteten Blutkulturflasche 50 pl auf Columbia-Agar mit
Schafblut im Drei6senausstrich aufgetragen und 24 h bei 37 °C unter aero-
ben Bedingungen bebritet. Das vorbebritete Blutkulturmedium wurde un-
mittelbar vor Durchfiihrung der weiteren Experimente mit sterilen Kanulen

und Spritzen in 50 ml-Polypropylen-Testréhrchen Gberfihrt.

3.2.3 Stammbhaltung und Kultur der verwendeten Bakterien-
stamme

Die fur die Versuchsreihen verwendeten Referenzstdmme Staphylococcus
aureus Newman, Enterococcus faecalis ATCC 29212, Escherichia coli
DH5a und Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 wurden bei -80 °C in
Cryobank-Réhrchen gelagert. Die eingefrorenen Proben wurden zur Her-
stellung von Primarkulturen auf Columbia Agar mit Schafblut verwendet. Fir
die experimentellen Arbeiten wurden ausgehend von dieser Primérkultur

zunachst Stammkulturen durch Subkultivierung auf Columbia-Agar mit
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Schafblut angelegt. Diese Stammkulturen wurden fir 24 h bei 37 °C unter
aeroben Bedingungen inkubiert und anschlie3end bei 4 °C im Kihlschrank
fur maximal sieben Tage aufbewahrt. Nach dieser Zeit wurden Stammkul-
turen bei Bedarf durch Passage auf Columbia-Agar mit Schafblut erneuert.
Spéatestens nach vier Passagen wurde mit einer neu angefertigten Primér-
kultur fortgefahren. Fur die Herstellung von Blutkulturen mit definierter Bak-
terienkonzentration wurden jeweils frische Subkulturen der Stammkultur auf
Columbia Agar mit Schafsblut angelegt und bei 37 °C unter aeroben Bedin-
gungen inkubiert (Abbildung 3). Die Inkubationszeit fur diese Kulturen be-
trug 18 h £ 2 h fur S. aureus, E. coli und P. aeruginosa und 24 h = 2 h fur

E. faecalis.

Teststdmme in
Cryo-Rdhrchen
bei -80°C

|

Primarkultur

|

Stammkultur — Stammkultur — Stammkultur — Stammkultur

Arbeitskultur  Arbeitskultur  Arbeitskultur

l

Blutkultur

Abbildung 3: Kultivierung der Referenzstamme.

Die Subkultur der aufgetauten Primarkultur (Stammkultur) wurde alle sieben Tage passa-
giert und bei 4 °C gelagert. Zur Erstellung der Blutkulturen mit definierter Bakterien-kon-
zentration wurden diese Stammkulturen erneut passagiert (Arbeitskultur) und 18 bzw. 24

Stunden (je nach Spezies, siehe Text) unter aeroben Bedingungen bebriitet.

15



Material und Methoden

3.2.4 Korrelation zwischen optischer Dichte und Bakterien-
konzentration

Anhand von quantitativen Kulturen im Plattengussverfahren wurde fur jeden
Studienstamm die Bakterienkonzentration, die bei einer bestimmten opti-
schen Dichte in einer Bakterien-PBS-Suspension vorliegt, ermittelt. Hierfur
wurden Bakteriensuspensionen erstellt, deren optische Dichte, gemessen
bei einer Wellenlange von 600 nm, im linearen Messbereich des Photome-
ters zwischen 0,1 A bis 0,5 A lag. Diese Bakteriensuspensionen wurde in
dreistufigen Verdinnungsreihen mit dem Verdinnungsfaktor 1:100 je Ver-
dinnungsstufe (400 pl ad 39,6 ml) verdiunnt. Jeweils viermal 1 ml der Bak-
teriensuspension der letzten Verdiinnungsstufe (1:1x10°) wurden mit 15 mi
48 °C warmem BHI-Agar vermischt in 90 mm Petrischalen ausplattiert und
nach dem Erharten des Agars bei 37 °C fur 48 h inkubiert. Unter Berlck-
sichtigung der Verdiinnungsfaktoren wurde die Zahl der gewachsenen Ko-
lonien ins Verhaltnis zur optischen Dichte der Ausgangssuspension gesetzt.
Dabei wurden nur quantitative Kulturansatze mit einer Koloniezahl zwi-
schen 30 und 300 Kolonien pro Platte beriicksichtigt. Fir jeden Bakterien-

stamm wurden die Ergebnisse aus drei unabhéngigen Versuchen gemittelt.

3.2.5 Herstellung von Blutkulturproben mit definierter Bak-
terienkonzentration

Unter Berucksichtigung der zuvor ermittelten Korrelation von optischer
Dichte und Bakterienkonzentration (siehe Abschnitt 3.2.4) wurden zunachst
Suspensionen der verschiedenen Teststamme in PBS mit einer Bakterien-
konzentration von ca. 1x10%° KBE/mI hergestellt. Dazu wurden 2 ml eisge-
kiihltes PBS-Medium solange mit Bakterien von einer frischen Kultur auf
Columbia Blutagar versetzt, bis die optische Dichte der 50-fach verdiinnten
Suspension (100 pl ad 4,9 ml) bei einer Wellenlange von 600 nm im Bereich
von 0,3 A bis 0,5 A lag. Mit dieser Suspension wurden Blutkulturproben mit
Bakterienkonzentrationen von ca. 1x10% KBE/ml bis 1x10° KBE/ml angefer-
tigt. Dazu wurde die Ausgangssuspension in einer vierstufigen Verdin-
nungsreihe mit einem Verdinnungsfaktor von 1:10 je Verdiinnungsstufe

(900 pl ad 8,1 ml) mit vorbebritetem Blutkulturmedium vermischt. Nach
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jedem Verdunnungsschritt wurde die Probe fiir mindestens 7 Sekunden auf
dem Vortexmixer gemischt. Zur Kontrolle der tatséachlich erreichten Bakte-
rienkonzentration wurde, nach entsprechender Vorverdinnung der Proben,
eine Keimzahlbestimmung im Plattengussverfahren wie in Abschnitt 3.2.4

beschrieben durchgefihrt.

3.2.6 Extraktion von Bakterien aus positiven Blutkulturen

Die drei im Folgenden beschriebenen Verfahren zur Extraktion von Bakte-
rien aus positiven Blutkulturen wurden jeweils mit 24 h bzw. sieben Tage
bei 35 °C préainkubierten Blutkulturen und vier Referenzstammen durchge-
fuhrt. Jedes Protokoll wurde fir jede Bakterienart mit mindestens sechs fur
24 h prainkubierten und mindestens drei fur sieben Tage prainkubierten
Blutkulturproben angewendet. Alle Arbeitsschritte der folgenden Protokolle

wurden, sofern nicht anders angegeben, bei Raumtemperatur durchgefthrt.

3.2.6.1 Differentielles Zentrifugieren

Zur Extraktion von Bakterien aus Blutkulturproben unter Ausnutzung der
unterschiedlichen Sedimentationskoeffizienten von Bakterien und Proben-
bestandteilen wurde das von Christner et al. adaptierte Verfahren benutzt
(Christner et al. 2010). Sechs ml Blutkulturmedium wurden in ein 12 ml PS-
Zentrifugenrohrchen geflllt und 10 min bei 140 g in einer Megafuge 3.0 R
zentrifugiert. Bei diesem Zentrifugationsschritt werden die in der Probe ent-
haltenen Erythrozyten pelletiert, wahrend ein Grof3teil der Bakterien im
Uberstand verbleibt. 4 ml des bakterienhaltigen Uberstands wurden mit ei-
ner Plastikeinwegpipette in ein neues 12 ml PS-Réhrchen lberfuhrt. Der
Uberstand wurde mit 2 ml destilliertem Wasser versetzt, um eine hypotone
Lyse der restlichen Erythrozyten zu erreichen. Anschlie3end wurden die
Bakterien durch Zentrifugieren fur 5 min bei 1000 g (Megafuge 3.0 R) pel-
letiert. Nach Entfernen des Uberstands wurde das Bakterienpellet in 1 ml
destilliertem Wasser suspendiert, in ein 1,5 ml Reaktionsgefald tberfihrt
und fir 2 min bei 12000 g (Biofuge pico) zentrifugiert. Der Uberstand mit
den restlichen Blutkulturbestandteilen wurde verworfen. Fur die weitere Auf-

arbeitung  mittels  Ethanol-Ameisensaure-Extraktion  wurde  das
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Bakterienpellet in 300 ul destilliertem Wasser suspendiert und mit 900 pl
Ethanol vermischt. Durch Zentrifugieren fir 2 min bei 12000 g in einer Bio-
fuge pico wurden die Bakterien erneut pelletiert und der Uberstand abpipet-
tiert. Um verbliebene Ethanolriickstande zu beseitigen, wurde ein zweites
Mal zentrifugiert, der Uberstand verworfen und die Probe mit gedffnetem
Deckel fur 5 min bei 37 °C inkubiert. Nach der Inkubation wurde das Pellet
vollstandig in 50 ul 70-prozentiger Ameisensaure suspendiert. Nach 5 Mi-
nuten wurden 50 ul Acetonitril zugegeben und durch Auf- und Abpipettieren
gemischt. Nach weiteren 5 Minuten wurden die Extrakte fur 2 min bei
12000 g (Biofuge pico) zentrifugiert. Funfzig pl Uberstand wurden in ein
neues 1,5 ml Reaktionsgefal3 Uberfihrt und fir die anschlieende Messung

im Massenspektrometer verwendet.

3.2.6.2 Lysiszentrifugation

Zur Extraktion von Bakterien aus Blutkulturproben durch Lyse der in den
Proben enthaltenen Blutzellen wurde das Sepsityper-Kit der Firma Bruker
gemal Herstellerangaben eingesetzt. 1 ml Blutkulturmedium wurden in ein
1,5 ml Reaktionsgefal tiberfuhrt. Die Probe wurde zum Lysieren der Eryth-
rozyten mit 200 pl Losung 1 versetzt und 10 s im Vortexmixer gemischt. Die
in der Probe enthaltenen Bakterien wurden durch Zentrifugieren fir 1 min
bei 12000 g in einer Biofuge pico pelletiert und der Uberstand mit den zer-
storten Erythrozyten abpipettiert. Das Pellet wurde zum Lysieren der ver-
bliebenen Blutzellen in 1 ml Losung 2 suspendiert. Nach erneuter Zentrifu-
gation bei 12000 g fir 1 min (Biofuge pico) wurde der Uberstand mit den
restlichen Blutkulturbestandteilen verworfen. Die weitere Aufarbeitung der
Proben erfolgte durch Ethanol-Ameisensdure-Extraktion wie in Abschnitt
3.2.6.1 beschrieben.

3.2.6.3 Differentielle Lysiszentrifugation

Die differentielle Lysiszentrifugation in der Version von Stevenson et al.
kombiniert die Prinzipien der beiden vorbeschriebenen Ansétze (Stevenson
et al. 2010). Je 3,5 ml der Probe wurden in zwei VACUETTE 8 ml Z Serum
Sep Clot Activator Rohrchen gefullt und fiar 2min bei 4400¢g
(MULTIFUGE 1 s-R) zentrifugiert um die die Erythrozyten unterhalb des in
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den Rohrchen enthaltenen Polymergels zu pelletieren. Die Bakterien setz-
ten sich dabei in einer diinnen Schicht auf der Oberflache des Gels ab. Der
Uberstand wurde mit einer Pasteurpipette aus Polyathylen ohne Beschadi-
gung des Gels entfernt. Dabei wurden je 0,5 ml Uberstand in den Réhrchen
belassen. Diese wurden anschliel3end genutzt, um das Bakterienpellet zu
resuspendieren. Die Bakteriensuspensionen aus beiden VACUETTE 8 ml
Z Serum Sep Clot Activator Réhrchen einer Probe wurden in einem 1,5 ml
Reaktionsgefall zusammengefuhrt. Danach erfolgte ein langsamer Zentri-
fugationsschritt fur 1 min bei 106 g (Eppendorf Centrifuge 5417 R), um ver-
bliebene Erythrozyten zu pelletieren. Der Bakterien enthaltende Uberstand
wurde in ein neues 1,5 ml Reaktionsgefald Gberfuhrt und fir 1 min bei
12000 g zentrifugiert (Biofuge pico). Nach Entfernen des Uberstands wurde
das Pelletin 1 ml RBC-Lysis-L6sung resuspendiert und fir 10 min bei 35 °C
in einem Thermomixer comfort inkubiert, um verbliebene Erythrozyten zu
lysieren. Nach erneuter Zentrifugation fur 1 min bei 12000 g (Biofuge pico)
wurde der Uberstand entfernt. Danach wurde das Pellet in 1 ml destilliertem
Wasser resuspendiert, 1 min bei 12000 g zentrifugiert (Biofuge pico) und
der Uberstand verworfen. Die weitere Aufarbeitung der Proben erfolgte, wie
in Abschnitt 3.2.6.1 beschrieben, durch Ethanol-Ameisensaure-Extraktion.

3.2.7 MALDI-TOF Massenspektrometrie

3.2.7.1 Probentragervorbereitung und -beschickung

Die Messung der Proben mittels MALDI-TOF Massenspektrometrie wurde
jeweils am Tag der Extraktion vorgenommen. Die fur die Messung verwen-
deten Probentrager wurden vor der Beschickung mit Probenmaterial fur
3 min im Ultraschallbad mit Desinfektionsldsung gereinigt, wiederholt mit
destilliertem Wasser gewaschen und abschliel3end mit 1 ml Methanol von
maoglichen Fettrickstédnden befreit. Jede Probe wurde auf finf Feldern ei-
nes Edelstahl-Probentrdgers gemessen (technische Replikate). Dazu
wurde je 1 pl Probe ins Zentrum der Messfelder pipettiert und 10 min bei
Raumtemperatur getrocknet. Im Anschluss daran wurden die vollstandig

getrockneten Proben mit jeweils 1,5 pul Matrixlésung (4-a-Cyano-
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hydroxycinnamic-acid) Gberschichtet. Auch diese Schicht wurde fiir 10 min
bei Raumtemperatur getrocknet. Der Ort an dem der Trager zum Trocknen
platziert wurde, wurde fir alle Messungen beibehalten, um stérende Ein-
flisse durch wechselnde klimatische Verhaltnisse (z. B. Temperatur, Luft-

stromungen, Luftfeuchtigkeit etc.) mdglichst gering zu halten.

3.2.7.2 MALDI-TOF-Messung und Datenverarbeitung

Die Messung erfolgte in einem Bruker Microflex LT Massenspektrometer im
linear positiven Modus bei einer Laserimpulsfrequenz von 20 Hz, einer Be-
schleunigungsspannung von 20 kV und einer Pulsdauer von jeweils 250 ns.
Erfasst wurden Signale mit einem Masse-Ladungsverhaltnis im Bereich von
2000 bis 20000 m/z. Fur die Kalibrierung des Massenspektrometers wurde
ein Proteingemisch im entsprechenden Massebereich verwendet (Bruker
Bacterial Test Standard). Von jedem Messfeld wurde ein Summenspektrum
aus 280 Einzelspektren akquiriert. Die Weiterverarbeitung der Summen-
spektren erfolgte mit der MALDI-Biotyper 2.0 Software. Unter Verwendung
der Standardeinstellungen fir die ldentifizierung von Mikroorganismen
wurde fur jedes Summenspektrum die Biotyper-ID mit zugehdrigem ldenti-
fikationsscore ermittelt. Die Biotyper-ID entspricht der Speziesbezeichnung
Referenzspektrums in der Biotyper-Datenbank mit der groRten Ahnlichkeit
zum Testspektrum. Der ldentifikationsscore ist ein logarithmisch skalierter
Ahnlichkeitswert zwischen 0 und 3, der den Grad spektraler Ubereinstim-
mung mit dem jeweiligen Referenzspektrum bemisst (Sauer et al. 2008).
Als Biotyper-ID und Identifikationsscore einer Probe wurden ID und Identi-
fikationsscore der Replikatmessung mit dem hdchsten Identifikationsscore

verwendet.

3.2.8 Datenauswertung

Die statistische Auswertung erfolgte mit R 3.0.3 (R Core Team 2014). Unter
Verwendung des Programmpakets nime 3.1-117 (Pinheiro et al. 2014) wur-
den verschiedene nicht-lineare Regressionsmodelle zur Beschreibung und
Interpretation der experimentellen Daten generiert (Pinheiro und Bates
2000; Ritz und Streibig 2008; Zuur 2009). Die Validierung der Modelle
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erfolgte im Wesentlichen mit Hilfe von Residualplots, die mit dem Progamm-
paket car 2.0-20 (Fox et al. 2011) erzeugt wurden. Zur Berechnung von
Konfidenzintervallen fir die Vorhersagen aus nicht-linearen Regressions-
modellen wurde das Programmpaket propagate 1.0-4 (Spiess 2014) ver-

wendet.
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4 Ergebnisse

4.1 Korrelation von optischer Dichte und Bakterien-
konzentration

Als Inokulum zur Herstellung von Blutproben mit definierter Keimzahl wurde
eine Bakteriensuspension in PBS Uber die Messung der Absorption bei
600 nm (Aeoo) auf eine definierte Bakterienkonzentration eingestellt. Die da-
fur erforderliche Korrelation von Absorption und Bakterienkonzentration
wurde durch quantitative Kultur im Plattengussverfahren ermittelt. Im Ab-
sorptionsbereich Asoo = 0,05 bis 0,5 zeigte sich ein ndherungsweise linearer
Zusammenhang zwischen Absorption und Bakterienkonzentration. Tabelle
3 zeigt die in diesem Bereich gultigen Umrechnungsfaktoren zwischen Ab-
sorption und Bakterienkonzentration fur die in der Arbeit verwendeten

Stamme.

Tabelle 3: Korrelation von optischer Dichte und Bakterienkonzentration fir PBS-
Suspensionen der in der Studie verwendeten Stamme.

Stamm As00 Keimzahl Keimzahl/Asoo

[AU] [KBE] [KBE/mI/AU]
Escherichia coli 0,23 126 £+ 12 5,6 x 108
DHSa 0,24 153 + 15

0,26 128 + 18
Staphylococcus aureus 0,20 72+ 25 3,6 x 108
Newman 0,23 104 + 20

0,31 81+20
Enterococcus faecalis 0,24 48 +7 2,0 x 108
ATCC 29212 0,25 52 + 14

0,30 55+ 12
Pseudomonas aeruginosa 0,14 225 + 27 1,4 x 108
ATCC 27853 0,15 198 + 4

0,14 180 + 13
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KBE: Koloniebildende; AU: arbitrary unit (englisch), willkiirliche Einheit

4.2 Uberpriufung der Bakterienkonzentration in den
hergestellten Blutkulturproben

Um systematische Fehler durch falsch eingestellte Bakterienkonzentratio-
nen beim Vergleich der verschiedenen Aufbereitungsverfahren auszu-
schlieRen, wurde die tatsachliche Bakterienkonzentration in den untersuch-
ten Proben mittels quantitativer Kultur im Plattengussverfahren ermittelt. Die
Verteilung der Bakterienkonzentrationen in den mit unterschiedlichen Auf-
bereitungsverfahren untersuchten Blutkulturproben war jeweils ndherungs-
weise symmetrisch (Schiefe -0,09 bis 0,31) ohne Anhalt fur signifikante Va-
rianzunterschiede zwischen den Verteilungen (Bartletts B = 0,097; df = 2; p
= 0,95). Im einfaktoriellen ANOVA zeigten sich keine signifikanten Unter-
schiede zwischen den mittleren Bakterienkonzentrationen der mit unter-
schiedlichen Aufbereitungsverfahren untersuchten Proben (F = 0,975; df =
2; p = 0,38). Allerdings waren die Unterschiede im Logarithmus der gemes-
senen Bakterienkonzentration zwischen den unterschiedlichen Stammen
(Abbildung 4, Tabelle 4) statistisch signifikant (Kruskal-Wallis-Test;
H =63,8; df = 3; p < 0,0001).

Tabelle 4: Betrag der Differenz im Median der logarithmierten Bakterienkonzentra-
tion zwischen Blutproben mit den unterschiedlichen Bakterienstammen.

E. coli E. faecalis P. aerugi- S. aureus
nosa
E. coli 0 -- -- --
E. faecalis 0,503 0 -- --
P. aeruginosa 0,352 0,855 0 --
S. aureus 0,259 0,245 0,611 0
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Abbildung 4: Bakterienkonzentration in den préparierten Blutproben.

Median (Linie) und Interquartilabstand IQR (Box) sowie 1,5 x IQR (Antennen) der Bakteri-
enkonzentration in den Blutproben mit der jeweils hdchsten Bakterienkonzen-tration einer
Verdunnungsreihe fur alle untersuchten Stémme. Werte auf3erhalb des 1,5 x IQR sind als
separate Datenpunkte dargestellt. Die Anzahl der analysierten Proben betrug 103 (E. coli),
103 (E. faecium), 104 (P. aeruginosa), 101 (S. aureus).

Wegen der deutlichen Unterschiede der untersuchten Bakterienkonzentra-
tionen zwischen den verschiedenen Spezies wurden die erzielten Identifi-
kationsscores nicht direkt miteinander verglichen, sondern zur Modellierung
des allgemeinen Zusammenhangs zwischen Bakterienkonzentration und
Identifikationsscore unter den jeweiligen experimentellen Bedingungen ge-

nutzt.

4.3 Ubersicht tber die Ergebnisse der MALDI-TOF
Messungen

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurden in 104 unabhangigen Experi-

menten insgesamt 416 Blutkulturproben untersucht. In jedem Experiment
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wurden vier Proben mit unterschiedlichen Konzentrationen (10-fache Ver-
duinnungsreihe im Bereich zwischen 5x10° bis 5x10° KBE/ml) eines einzel-
nen Bakterienstammes in Blutkulturfliissigkeit eines bestimmten Alters (1
oder 7 Tage) mit einer der getesteten Methoden aufgearbeitet. Finf Proben
wurden nachtraglich von der Analyse ausgeschlossen, da sich die gemes-
sene Bakterienkonzentration auf3erhalb des vorgesehenen Zielbereichs be-
fand. Die 411 eingeschlossenen Proben verteilten sich wie in Tabelle 5 an-

gegeben auf die verschiedenen Bakterienstamme und Testmethoden.

Tabelle 5: Ubersicht Giber die untersuchten Proben.

DZ LZ DLZ
1Tag 7Tage 1Tag 7Tage 1Tag 7 Tage
E. coli 24 11 20 12 24 12
E. faecalis 24 11 20 12 24 12
P. aeruginosa 24 12 20 12 24 12
S. aureus 24 9 20 12 24 12
Summe 96 43 80 48 96 48

Dz: Differentielles Zentrifugieren; LZ: Lysiszentrifugation; DLZ Differentielle Lysiszentrifu-

gation

Von jeder aufgearbeiteten Probe wurden funf Replikatspektren akquiriert.
Die Gesamtzahl der ausgewerteten Spektren betrug 2055. In Abbildung 5
sind die ldentifikationsscores aller Proben in Abhangigkeit von der Bakteri-

enkonzentration dargestellt.
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Abbildung 5: Identifikationsscores in Abhéngigkeit vom Logarithmus der Bakteri-

enkonzentration.

Dargestellt sind die Ergebnisse aller Einzelmessungen, gruppiert nach Stamm und Me-

thode. Der jeweils hdchste der in den finf Replikatmessungen jeder Einzelprobe erzielte

Identifikationsscore ist durch einen geflillten Kreis hervorgehoben.
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4.4 Deskriptive Statistik

4.4.1 Intra-Assay Variabilitat

Der mittlere Variationskoeffizient der in Replikatmessungen erzielten Iden-
tifikationsscores betrug 5,7 % (Median: 4,7 %, IQR: 2,6 - 7,7 %). Eine be-
sonders geringe Variabilitdt wurde in den Proben mit den niedrigsten bzw.
hdchsten ldentifikationsscores beobachtet (Abbildung 6).
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Abbildung 6: Intra-Assay-Variabilitat des Identifikationsscores.
A: Absolute Haufigkeit der in Replikatmessungen ermittelten relativen Variationskoeffi-

zienten. B: Relative Variationskoeffizienten in Abhangigkeit vom Identifikationsscore.

Bei Berticksichtigung der jeweiligen Probencharakteristika zeigten sich nur
geringe Unterschiede der mittleren Variabilitat in Abhangigkeit von der zur
Probenaufarbeitung verwendeten Methode (Abbildung 7A), dem untersuch-
ten Bakterienstamm (Abbildung 7B) oder dem Alter der untersuchten Blut-
kulturprobe (Abbildung 7C). Deutliche Unterschiede in der Variabilitat wur-
den lediglich in Abhangigkeit von der Bakterienkonzentration beobachtet
(Abbildung 7D, Kruskal-Wallis-Test; H = 98,1; df = 3; p < 0,0001).
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Abbildung 7: Median, Quartilsabstand (IQR) und 1,5 x IQR der Variationskoeffizien-
ten in Replikatmessungen in Abhéngigkeit von verschiedenen Probeneigenschaf-
ten.

A: Methode der Probenaufarbeitung; B: Bakterienstamm; C: Alter der Blutkulturprobe;

D: Logarithmus der Bakterienkonzentration in KBE/m.

Die Durchfuhrung einer zweiten/dritten/vierten bzw. funften Messung aus
demselben Extrakt (technische Replikate) verbesserte den maximal erziel-
ten Identifikationsscore im Mittel um 3,0/ 1,6 / 1,1 bzw. 0,8 %. Der Anteil
der Proben, bei denen eine zweite / dritte / vierte bzw. flinfte Replikatmes-
sung zu einer Verbesserung des maximal erzielten Identifikationsscores um
mindestens 10 % flhrte, betrug 8,3/ 3,9/ 2,9 bzw. 2,0 %. Eine Verbesse-
rung um mindestens 20 % konnte nur bei 2,9/ 1,2 / 0,4 bzw. 0,0 % durch

eine zweite / dritte / vierte bzw. finfte Replikatmessung erreicht werden.
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4.4.2 Inter-Assay Variabilitat

Echte Probenreplikate fur eine exakte Bestimmung der Inter-Assay Variabi-
litat wurden im Rahmen der vorliegenden Studie nicht untersucht. Allerdings
waren die Abweichungen der eingestellten Bakterienkonzentrationen zwi-
schen den fur Wiederholungsmessungen unter ansonsten identischen Be-
dingungen (Methode, Kulturalter, Bakterienstamm) hergestellten Proben
gering (siehe 0). Der Variationskoeffizient fir Messungen des Identifikati-
onsscores in diesen Pseudoreplikaten kann daher fir eine konservative
Schatzung der Inter-Assay Variabilitdt herangezogen werden. Der mittlere
relative Variationskoeffizient tiber alle Proben betrug 6,2 % (Median: 4,6 %,
IQR: 2,7 - 8,9 %, Abbildung 8A). Eine geringere Variabilitat wurde in den
Proben mit den niedrigsten bzw. héchsten Identifikationsscores beobachtet
(Abbildung 8B).
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Abbildung 8: Geschatzte Inter-Assay Variabilitat des Identifikationsscores.
A: Absolute Haufigkeit des in Pseudoreplikaten (siehe Text) ermittelten relativen Variati-
onskoeffizienten. B: Relative Variationskoeffizienten in Abhéngigkeit vom Identifikations-

score.

Es zeigten sich keine Unterschiede der mittleren Inter-Assay Variabilitéat in

Abhéngigkeit von der zur Probenaufarbeitung verwendeten Methode
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(

Abbildung 9A; Kruskal-Wallis-Test; H = 0,39; df = 2; p = 0,82), dem unter-
suchten Bakterienstamm (

Abbildung 9B; Kruskal-Wallis-Test; H = 1,30; df = 3; p = 0,73) oder dem
Alter der untersuchten Blutkulturprobe (

Abbildung 9C; Mann-Whitney U-Test; W = 1183, p = 0,56). Lediglich die im
Zusammenhang mit der Bakterienkonzentration einhergehenden Variabili-
tatsschwankungen waren statistisch signifikant (

Abbildung 9D; Kruskal-Wallis-Test; H = 24,8; df = 3; p < 0,0001) und stan-
den im Einklang mit der beobachteten Korrelation zwischen Bakterienkon-

zentration und ldentifikationsscore.
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Abbildung 9: Median, Quartilsabstand (IQR) und 1,5 x IQR der Variationskoeffizien-
ten in Pseudoreplikaten (siehe Text) in Abhangigkeit von verschiedenen Probenei-
genschaften.

A: Methode der Probenaufarbeitung; B: Bakterienstamm; C: Alter der Blutkulturprobe;

D: Logarithmus der Bakterienkonzentration in KBE/ml.

4.5 Einfluss der Probeneigenschaften - Univariate
Analyse

Die visuelle Datenauswertung zeigte einen deutlichen Zusammenhang zwi-
schen der Bakterienkonzentration einer Probe und dem erzielten ldentifika-
tionsscore (Abbildung 10G). Dieser Zusammenhang liel3 sich Uber einen
hochgradig signifikanten Kruskal-Wallis Test objektivieren (H = 307,4; df =
3; p <0,0001; Abbildung 10H). Die univariate Analyse zeigte dartiber hinaus
keine signifikanten Unterschiede im Identifikationsscore in Abhangigkeit
von den untersuchten Probeneigenschaften Bakterienstamm (Kruskal-Wal-
lis-Test; H=4,1; df = 3; p = 0,25; Abbildung 10D), Alter der Kultur (Mann-
Whitney U-Test; W = 20343; p = 0,21; Abbildung 10F) oder der zur Proben-
aufarbeitung verwendeten Methode (Kruskal-Wallis-Test; H = 1,6; df = 2;
p = 0,45; Abbildung 10B). Die Begutachtung der entsprechenden grafi-
schen Darstellungen suggerierte dagegen zusatzlich Effekte des Bakterien-
stamms (siehe Abbildung 10C) und eventuell auch des Kulturalters
(Abbildung 10E), die in der orientierenden univariaten Analyse vom starken

Einfluss der Bakterienkonzentration Uberlagert wurden.

31



Ergebnisse

0 w | B o T |
o N | ! 1
1 : 1
o
o o
S o
+
w | o
” Methode -
oLz ! 1 !
A D7 —)— —1 !
S | + DLZ o |
- T T T T - T T T
6 7 8 9 LZ DZ DLZ
D —_
0 . _
N 5 £ JIEE I N
| .
! 1
o | e
o~ o~
+
0 0
— Stamm —
o ECOL . |
A EFAE i | \ I
+ PAER — E—— JR -
o _ x SAUR| o _|
T - T T | |
9 ECOL EFAE PAER SAUR
F ———
0 R — T
N ™~ : 1
o L !
1
g -t
o _| <
39 A o~
n v _|
Kulturalter ! [
0 1Tag ! -
o A 7 Tage o |
T T T T T
9 1 Tag 7 Tage
o - |H N
i i 1
g % o L =
1 ]
.
X 8
S o | 8
o o~ °
X o -]
=
o ! !
o | ! °
0 [t} o ! !
— Inokulum - 7 - !
o 1E6 —— :
A 1ET7 _Il ] —_
+ 1E8 X —
o | x 1E9 ]
- T T T T - T T T T
6 7 8 9 1E6 1E7 1E8 1E9

Abbildung 10: Einfluss von Probeneigenschaften auf den Identifikationsscore.
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Zusammenhang zwischen dem ldentifikationsscore und dem Logarithmus der Bakterien-
konzentration in KBE/ml (A, C, E, G) sowie Median, Interquartilsabstand (IQR) und 1,5 x
IQR des ldentifikationsscores (B, D, F, H) in Abhangigkeit von der Methode der Proben-
aufarbeitung (A, B), dem untersuchten Bakterienstamm (C, D), dem Alter der Blutkultur-

probe (E, F) und der Bakterienkonzentration (G, H).

4.6 Einfluss der Probeneigenschaften - Nichtlineare
Regression

4.6.1 Modellselektion und -validation

Der Zusammenhang zwischen Bakterienkonzentration und Identifikations-
score wurde mit einer logistischen Gleichung mit vier Parametern beschrie-
ben (Abbildung 11).

A R4
7/
B _____________________________//_ ___________
7/
7/
L, scal
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7
//
(B-A)/2
/7
/4
7/
7
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/
//
Al——————-- 7
/ L >
/ xmid

Abbildung 11: lllustration der Parameter der logistischen Gleichung mit vier Para-
metern.

Minimale Asymptote (A), maximale Asymptote (B), Umkehrpunkt (xmid) und Steigung

(scal)
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Durch Regression Uber die vorliegenden experimentellen Daten konnten
die Gleichungsparameter fur 22 der 24 untersuchten experimentellen Be-
dingungen (3 Methoden x 4 Stamme x 2 Kulturalter) geschatzt werden.
Eine genauere Analyse der Parameterschéatzwerte zeigte dabei weitestge-
hend Uberlappende 95%-Konfidenzintervalle fir die unter verschiedenen
Bedingungen (Methode/Stamm/Kulturalter) zu erwartenden Minimal- (mini-
male Asymptote A, Abbildung 12C) und Maximalscores (maximale Asymp-
tote B, Abbildung 12D). Dagegen wurde fur den Umkehrpunkt (xmid, Abbil-
dung 12A) eine deutliche Variabilitat tber die experimentellen Bedingungen
beobachtet. Die Konfidenzintervalle fur die Steigung (scal, Abbildung 12B)
waren ebenfalls weitestgehend Uberlappend, im Vergleich zu den Konfi-
denzintervallen der anderen Parameter relativ weit und reichten dabei zum
Teil deutlich in biologisch nicht sinnvolle Bereiche hinein.

Daher wurde alternativ ein vereinfachtes Modell mit fixer Steigung (Mittel-
wert der Parameterschatzung) untersucht. Die Anzahl konvergierender Re-
gressionen wurde dadurch auf 23 von 24 erhéht. Die Breite der 95 %-Kon-
fidenzintervalle der Ubrigen Parameter nahm ab und die Parameterschatzer
fur alle konvergierenden Modelle bewegten sich im Rahmen der theoreti-
schen Annahmen (Abbildung 13). Auch im Modell mit fixer Maximalsteigung
zeigte der Parameter xmid die gré3te Variabilitdt Uber die untersuchten ex-
perimentellen Bedingungen und wies, im Gegensatz zu Minimal- und Maxi-

malscore, weitestgehend tberschneidungsfreie Konfidenzintervalle auf.
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Abbildung 12: Mittelwerte und 95 %-Konfidenzintervalle fur die Parameterschéatzun-
gen aus nichtlinearer Regression nach Kulturalter, Stamm und Methode.

xmid: Umkehrpunkt; scal: Steigung; A: Minimalscore; B: Maximalscore (siehe auch Abbil-
dung 11).
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Abbildung 13: Mittelwerte und 95 %-Konfidenzintervalle fur die Parameterschéatzun-
gen aus nichtlineare Regression mit fixierter Maximalsteigung (scal = 0,29).

xmid: Umkehrpunkt; A: Minimalscore; B: Maximalscore (siehe auch Abbildung 11).

4.6.2 Modellvalidierung

Die grafische Analyse der Residualwerte (Abbildung 14) zeigte keine Ver-
letzung der dem Modell zugrunde liegenden Annahmen beztglich Homo-
skedastizitat (Abbildung 14A bis E) und Normalverteilung der Residualwerte
(Abbildung 14F).
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Abbildung 14 Analyse der Residualwerte (nichtlineare Regression).

A: Residualwerte in Abhangigkeit vom vorhergesagten Wert der abhangigen Variable
(Identifikationsscore); B bis D: Residualwerte in Abh&éngigkeit vom Wert der Faktoren Me-
thode, Stamm und Kulturalter. E: qg-Plot der Residualwerte. F: Vergleich der Verteilung

der Residualwerte (Histogramm) mit der Standardnormalverteilung (Kurve).
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Die Annahme der Homoskedastizitat (einheitliche Varianz der Stérterme fur
alle Auspragungen der Pradiktor-Variablen) konnte fir die diskreten Variab-
len Methode (p =0,13), Stamm (p = 0,55) und Blutkulturalter (p = 0,34) auch
durch nicht signifikante Levene Tests bestatigt werden.

Eine relevante Korrelation der im Modell eingesetzten Parameter konnte
ebenfalls ausgeschlossen werden (Tabelle 6). Die gemeinsame Darstellung
der experimentellen Daten und der Ergebnisse der nichtlinearen Regres-
sion bestatigte die Eignung der gewdahlten Gleichung (logistischen Glei-
chung mit vier Parametern) zur Beschreibung der experimentellen Daten
(Abbildung 15).

Tabelle 6: Parameterkorrelation (4-Parameter logistische Regression mit fixierter
Maximalsteigung).

A B Xmid
A 1,000 - -
B 0,260 1,000 --
xmid 0,023 -0,132 1,000
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7| DZ, E. coli e LZ, E. coli DLZ, E. coli - ——-

Abbildung 15: Nichtlineare Regression mit fixierter Maximalsteigung (0,29) nach
Methode, Stamm und Kulturalter.

Maximaler Identifikationsscore in Abhangigkeit vom Logarithmus der Bakterienkonzentra-
tion in KBE/ml. Vorhersagen der nichtlinearen Regression (durchgezogene Linien; Kultur-
alter 1 Tag in schwarz, Kulturalter 7 Tage in grau) mit 95%-Konfidenzintervall (gestrichelte

Linien) und Mittelwerte der Replikatmessungen (Punkte).
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4.6.3 Einfluss der Probeneigenschaften auf den Identifikati-
onsscore

Zur Untersuchung des globalen Einflusses der einzelnen Versuchsbedin-
gungen auf den Parameter xmid wurden nichtlineare Regressionsanalysen
mit jeweils nach dem untersuchten Parameter gruppierten Daten durchge-
fuhrt. Im Gegensatz zur univariaten Analyse im Hinblick auf den Identifika-
tionsscore (siehe Abschnitt 4.5) zeigte die nichtlineare Regressionsanalyse
einen signifikanten Einfluss der Parameter Bakterienstamm und Kulturalter
(Tabelle 7). Die im Modell berechnete Konzentrations-Identifikationsscore-
Kurve war im Vergleich zu E. coli fur S. aureus und E. faecalis zu niedrige-
ren, fur P. aeruginosa zu hoheren Konzentrationen verschoben (niedrigerer
bzw. hoherer Wert des Parameters xmid). Fur altere Kulturen (Kulturalter =
7) war, im Vergleich zu 1-Tages-Kulturen, ebenfalls eine Erhéhung des
xmid-Schatzwerts zu beobachten (entsprechend einer Rechtsverschiebung

der Konzentrations-ldentifikationsscore-Kurve).

Tabelle 7: Mittelwerte und 95 %-Konfidenzintervalle fiir den Parameter xmid bei
nichtlinearer Regression fir nach Methode, Stamm oder Kulturalter gruppierte Da-
ten.

Gruppierung Methode xmid 95% CI
Methode DZ 7,86 7,71-8,01
LZ 7,72 7,58 - 7,86
DLZ 7,59 7,44 - 7,73
Stamm E. coli 7,98 7,88 - 8,07
E. faecalis 7,35 7,24 - 7,45
P. aeruginosa 8,53 8,43 - 8,61
S. aureus 7,68 7,58 -7,79
Kulturalter 1 Tag 7,61 7,52-7,71
7 Tage 8,03 7,88 - 8,18

Dz: Differentielles Zentrifugieren; DLZ: Differentielle Lysiszentrifugation; LZ: Lysiszentrifu-

gation
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Im Hinblick auf die eingesetzte Praparationsmethode wies die Differentielle
Lysiszentrifugation den niedrigsten xmid-Schéatzwert auf. Allerdings waren
die errechneten 95 %-Konfidenzintervalle fur die drei getesteten Methoden,
gemittelt Gber alle Auspragungen der tbrigen erfassten Parameter (Stamm,
Kulturalter), Gberlappend (Tabelle 7).

Eine Analyse der xmid-Schatzwerte unter Bertucksichtigung verschiedener
Kombinationen der experimentellen Parameter (Tabelle 8, Tabelle 9, DZ:
Differentielles Zentrifugieren; DLZ: Differentielle Lysiszentrifugation; LZ: Ly-

siszentrifu-gation
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Tabelle 10) wies jedoch darauf hin, dass der Effekt der verwendeten Pra-
parationsmethode einer Stamm- bzw. Kulturalter-spezifischen Variabilitat
unterlag und folglich von den global gemittelten xmid-Werten nur unzu-
reichend erfasst wurde. So wurden bei 1-Tages-Kulturen die durchweg
niedrigsten xmid-Schatzwerte fur die Differentielle Lysiszentrifugation er-
rechnet, bei 7-Tages-Kulturen dagegen fiur die Lysiszentrifugation. Zudem
erbrachte das differentielle Zentrifugieren vergleichsweise schlechte Ergeb-

nisse bei S. aureus-Kulturen.
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Tabelle 8 Mittelwerte und 95 %-Konfidenzintervalle fir den Parameter xmid bei
nichtlinearer Regression fir nach Methode und Stamm gruppierte Daten.

Stamm Methode Xmid 95% CI
E. coli DZ 7,99 7,83 - 8,15
LZ 7,91 7,74 - 8,08
DLZ 8,01 7,86 - 8,15
E. faecalis Dz 7,39 7,25-7,53
LZ 7,45 7,26 - 7,65
DLZ 7,04 6,83 - 7,26
P. aeruginosa Dz 8,66 8,50 - 8,81
LZ 8,39 8,24 - 8,55
DLZ 8,53 8,37 - 8,69
S. aureus DZ 7,91 7,77 - 8,06
LZ 7,49 7,29 - 7,68
DLZ 7,46 7,24 - 7,68

Dz: Differentielles Zentrifugieren; DLZ: Differentielle Lysiszentrifugation; LZ: Lysiszentrifu-

gation

Tabelle 9 Mittelwerte und 95 %-Konfidenzintervalle fir den Parameter xmid bei
nichtlinearer Regression fir nach Methode und Kulturalter gruppierte Daten.

Kulturalter Methode Xmid 95% ClI

1 Tag Dz 7,70 7,53-7,86
LZ 7,72 7,55 -7,88
DLZ 7,46 7,31-7,61

7 Tage Dz 8,27 8,02 - 8,53
LZ 7,73 7,50-7,97
DLZ 8,39 8,12 - 8,66

Dz: Differentielles Zentrifugieren; DLZ: Differentielle Lysiszentrifugation; LZ: Lysiszentrifu-

gation
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Tabelle 10 Mittelwerte und 95 %-Konfidenzintervalle fiir den Parameter xmid bei
nichtlinearer Regression fir nach Methode, Stamm und Kulturalter gruppierte Da-
ten.

Kulturalter Stamm Methode Xmid 95% ClI
1Tag E. coli DZ 7,81 7,65-7,97
LZ 7,86 7,70 - 8,02
DLZ 7,65 7,78 - 7,83
E. faecalis Dz 7,32 7,21-7,43
LZ 7,56 741 -7,71
DLZ 6,79 6,68 - 6,91
P. Dz 8,62 8,49 - 8,75
aeruginosa | 7 8,52 8,40 - 8,65
DLZ 8,30 8,16 - 8,44
S. aureus Dz 1,77 7,65 - 7,89
LZ 7,50 7,33 -7,66
DLZ 7,10 6,96 - 7,24
7 Tage E. coli Dz 8,34 8,13 - 8,55
LZ 7,99 7,80 -8,17
DLZ 8,38 8,19 - 8,57
E. faecalis Dz 7,57 7,42 -7,72
LZ 7,19 6,93 - 7,44
DLZ 7,68 7,50 - 7,86
P. DZ 8,72 8,52 - 8,92
aeruginosa |7 8,15 7,92 - 8,38
DLZ nicht konvergiert
S. aureus Dz 8,23 7,96 - 8,50
LZ 7,51 7,27 -7,75
DLZ 7,93 7,74 -8,11

Dz: Differentielles Zentrifugieren; DLZ: Differentielle Lysiszentrifugation; LZ: Lysiszentrifu-

gation
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Tabelle 11 Mittelwerte und 95 %-Konfidenzintervalle der fir einen Identifikations-
score von 1,7 bendtigten Bakterienkonzentration bei nichtlinearer Regression fur
nach Methode, Stamm und Kulturalter gruppierte Daten.

Kulturalter Stamm Methode Konz. far 95% ClI
Score 1,7
1 Tag E. coli DZ 7,64 7,58 - 7,70
LZ 7,71 7,60 - 7,82
DLZ 7,47 7,32-7,62
E. faecalis DZ 7,13 7,07 -7,19
LZ 7,34 7,34 - 7,45
DLZ 6,64 6,56 - 6,72
P. DZ 8,41 8,30 - 8,52
aeruginosa |7 8,30 8,20 - 8,40
DLZ 8,20 8,06 - 8,34
S. aureus Dz 7,59 7,52 - 7,66
LZ 7,33 7,23-7,42
DLZ 7,02 6,94 -7,11
7 Tage E. coli DZ 8,16 7,88 - 8,47
LZ 7,92 7,82 - 8,02
DLZ 8,16 8,03 - 8,30
E. faecalis DZ 7,40 7,34 - 7,47
LZ 6,92 6,69 - 7,16
DLZ 7,54 7,46 - 7,62
P. DZ 8,68 8,60 - 8,77
aeruginosa |7 7,92 7,79 - 8,05
DLZ nicht konvergiert
S. aureus Dz 8,07 7,91 - 8,25
LZ 7,24 7,11-7,74
DLZ 7,72 7,58 - 7,86

Dz: Differentielles Zentrifugieren; LZ: Lysiszentrifugation; DLZ: Differentielle Lysiszentrifu-

gation
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4.7 Einfluss der Probeneigenschaften - Nichtlinea-
res gemischtes Model

4.7.1 Modellselektion

Im nichtlinearen gemischten Modell wurde der Zusammenhang zwischen
Bakterienkonzentration und Identifikationsscore auf Ebene der durchge-
fuhrten Einzelexperimente (jeweils eine Verdinnungsreihe eines einzelnen
Bakterienstamms in einer Blutprobe eines bestimmten Alters) modelliert.
Als Grundlage diente erneut die fur die nicht-lineare Regression verwendete
logistische Gleichung mit vier Parametern. Die Parameter A, B und scal
wurden dabei unter dem Einfluss verschiedener fester Effekte (fixed effects)
modelliert, fur den Parameter xmid, mit der grof3ten Variabilitat zwischen
den Einzelexperimenten (Abbildung 13), wurden sowohl feste als auch zu-
fallige Effekte (random effects) angenommen (gemischte Effekte, mixed
effects). Die Verwendung gemischter Effekte zur Modellierung der anderen
Gleichungsparameter brachte, gemessen an Akaikes Informationskriterium,
keine Verbesserung der Modelle. Als Subjekt der zufélligen Effekte wurde
das jeweilige Einzelexperiment angenommen. Ausgehend von einem Ba-
sismodell ohne Faktoren (Intecept-only-model, MMO) wurden die systema-
tisch variierten experimentellen Bedingungen Methode, Stamm und Pro-
benalter als Prediktoren (Faktor) der Gleichungsparameter hinzugefugt
(Bottom up Verfahren). Die dadurch erzeugten Modelle wurden anhand von
Akaikes Informationskriterium (AIC) und likelihood-ratio-Tests mit dem Ba-
sismodell verglichen. Eine Auswahl der evaluierten Modelle ist in Tabelle
12 aufgefuhrt.
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Tabelle 12: Vergleich ausgewéhlter Modelle aus dem Modellselektionsprozess.

Modell Nr. Df AIC LR
(p-Wert)?!
Basismodell: MO 6 -424,7 -
FE: A+B+xmid+scal~1; RE: xmid~1
Zusatzlich Einfluss von Methode und M1 11 -429,4 14,7
Probenalter auf Parameter A: (0,012)
A~Methode*Kulturalter
Zusatzlich Einfluss von Methode und M2 22 -446,8 39,4
Stamm auf Parameter B: (<
(B~Methode*Stamm) 0,0001)
Zusatzlich Einfluss von Methode und M3 36 -636,4 214,7
Stamm sowie Methode und Probenalter (<
auf Parameter xmid: 0,0001)
xmid~Methode*Stamm+Methode*Kultur-
alter

1) Likelihood-ratio und korrespondierender p-Wert fir den Vergleich mit dem jeweils vor-
herigen Modell
Df: Freiheitsgrade; AIC: Akaikes Informationskriterium; LR: likelihood-ratio

Das bevorzugte Modell (M3 in Tabelle 12) enthielt, zusatzlich zum Basis-
modell die Interaktionsterme Methode*Kulturalter als Einflussfaktor fir den
Parameter A, Methode*Stamm als Einflussfaktor fir Parameter B sowie Me-
thode*Kulturalter und Methode*Stamm als Einflussfaktoren fur den Para-
meter xmid. Im Vergleich zum Basismodell wurde durch die Einfihrung der
Einflussfaktoren der nicht erklarte Anteil der Variabilitat im Parameter xmid
deutlich reduziert (Reduktion der Standardabweichung des random effect
Anteils von xmid von 0,58 auf 0,17). Die Parameterschatzwerte dieses Mo-
dells sind in Tabelle 13 aufgefihrt.
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Tabelle 13: Parameterschatzwerte des nichtlinearen gemischten Modells M3 (siehe

Tabelle 12).
Parame- Effekt Wert SE Df t p
ter
A Intercept 1,291 0,016 274 80,2 <0,00
1
M(DZ) 0,005 0,021 274 0,2 0,810
M(DLZ) -0,060 0,023 274 -2,6 0,010
A(7) 0,037 0,027 274 1,4 0,168
M(DZ),A(7) -0,084 0,036 274 -2,3 0,022
M(DLZ),A(7) 0,046 0,036 274 1,3 0,211
B Intercept 2,397 0,034 274 71,6 <0,00
1
M(DZ) 0,020 0,046 274 0,4 0,659
M(DLZ) 0,043 0,043 274 1,0 0,311
S(Efae) -0,031 0,045 274 -0,7 0,498
S(Paer) 0,092 0,047 274 1,9 0,054
S(Saur) 0,103 0,044 274 2,3 0,020
M(DZz),S(Efae) 0,131 0,063 274 2,1 0,041
M(Dz),S(Paer) -0,056 0,068 274 -0,8 0,413
M(DZ),S(Saur)  -0,063 0,064 274 -1,0 0,323
M(DLZ),S(Efae) 0,078 0,058 274 1,3 0,180
M(DLZ),S(Paer) -0,169 0,066 274 -2,6 0,011
M(DLZ),S(Saur) -0,172 0,058 274 -3,0 0,003
xmid Intercept 8,036 0,082 274 97,8 <0,00
1
M(DZ) -0,194 0,114 274 -1,7 0,089
M(DLZ) -0,562 0,112 274 -5,0  <0,00
1
A(7) -0,192 0,078 274 -25 0,014
S(Efae) -0,515 0,109 274 -4,7  <0,00
1
S(Paer) 0,404 0,106 274 3,8 <0,00
1
S(Saur) -0,469 0,108 274 -4,4  <0,00
1
M(DZ),A(7) 0,573 0,107 274 5,4 <0,00
1
M(DLZ),A(7) 1,057 0,107 274 9,9 <0,00
1
M(DZ),S(Efae) -0,044 0,148 274 -0,3 0,766
M(DZ),S(Paer) 0,315 0,148 274 2,1 0,035
M(DZ),S(Saur) 0,420 0,148 274 2,8 0,005
M(DLZ),S(Efae) -0,140 0,146 274 -1,0 0,337
M(DLZ),S(Paer) 0,435 0,148 274 2,9 0,004
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M(DLZ),S(Saur) 0,089 0,146 274 0,6 0,543
scal Intercept 0,279 0,014 274 19,4 <0,00
1

A: Kulturalter in Tagen; DZ: Differentielles Zentrifugieren; Efae: E. faecium; LZ: Lysiszen-
trifugation; DLZ: Differentielle Lysiszentrifugation; M: Methode; Paer: P. aeruginosa; S:
Stamm; Saur: S. aureus

4.7.2 Modellvalidierung

Die grafische Analyse der Residualwerte zeigte keine Verletzung der dem
Modell zugrunde liegenden Annahmen bezilglich Homoskedastizitat
(Abbildung 16 Panel A-D) oder Normalverteilung der Residualwerte und der
zufalligen Effekte (Abbildung 16 Panel E-F). Die gemeinsame Darstellung
der experimentellen Daten und der Voraussagen des finalen Modells M3
zeigte eine gute Ubereinstimmung zwischen Modell und Messwerten
(Abbildung 17 und Abbildung 18).
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Abbildung 16: Analyse der Residualwerte (nichtlineares gemischtes Modell).

A: Residualwerte in Abh&ngigkeit vom vorhergesagten Wert der abhangigen Variable
(Identifikationsscore); B bis D: Residualwerte in Abh&ngigkeit vom Wert der Faktoren Me-
thode, Stamm und Kulturalter. E: qg-Plot der Residualwerte. F: qg-Plot der zufalligen Ef-

fekte (random effects).
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Abbildung 17: Nichtlineares gemischtes Modell nach Methode, Stamm und Kultur-
alter.

Maximaler Identifikationsscore in Abhangigkeit vom Logarithmus der Bakterienkonzentra-
tion in KBE/ml. Vorhersagen des nichtlinearen gemischten Modells (durchgezogene Linien;
Kulturalter 1 Tag in schwarz, Kulturalter 7 Tage in grau) und Mittelwerte der Replikatmes-

sungen (Punkte).

51



Ergebnisse

LZ/ECOL/NM

LZ/ECOLNM

LZ/ECOL/NM

LZ/ECOL/M

LZ/ECOL/M

2.5

2.0

.

1.5

S

K
S

=

LZ/EFAE/

LZ/EFAE/1

LZ/EFAE/N

LZ/EFAE/

LZ/EFAE/1

\

kﬁ

o
N

N

LZ/PAER/1

LZ/PAER/1

LZ/PAER/

LZ/PAER/1

LZ/PAER/1

S

25
2.0

1.5

o O

»
Y
-
L

LZ/SAUR/1

LZ/SAUR/1

LZ/SAUR/M

LZ/SAUR/1

LZ/SAUR/1

\

S

-
-

<

2.5

2.0+

LZ/ECOL/7 LZ/ECOL/7 LZ/ECOL/7 LZ/EFAE/7 LZ/EFAE/7
o)
§) o 6
7_/9 f O/(—
© 0 A o © 6
LZ/EFAE/7 LZ/PAER/7 LZ/PAER/7 LZ/PAER/7 LZ/SAUR/7

~
S
S
-

-

LZ/SAUR/7

LZ/SAUR/7

DZ/ECOL/

DZ/ECOL/M

DZ/ECOL/1

~

2.5
2.0

1.5

~
~

.
~

DZ/ECOL/M DZ/ECOL/NM DZ/ECOL/1 DZ/EFAE/N DZ/EFAE/N
o
g h
o
T T 1 | B T T T T 1 T T 1
6 7 8 9 6 7 8 9 6 7 8 9

a1
N




Ergebnisse

DZ/EFAE/N

DZ/EFAE/N

DZ/EFAE/N

DZ/EFAE/N

DZ/PAER/1

2.5

2.0

\
<

O
~

<

DZ/PAER/1

DZ/PAER/M

DZ/PAER/

DZ/PAER/1

DZ/PAER/1

L

.
Y

N
N

1 DZ/SAUR/M | Dz/SAURA | DZ/SAURM | DZ/SAURA | DZ/SAUR/1
2.5 -
2.0 ' ’ ,
154 o o P

1 Dz/SAURA | Dz/ECOL/7 | DZ/ECOL/7 | DZIECOL/7 | DZ/EFAE/T

.
-

=
K

~

DZ/EFAE/7

DZ/EFAE/7

0
DZ/PAER/7

DZ/PAER/7

DZ/PAER/7

2.5

2.0+

-
\
N

@)

L
S

DZ/SAUR/Y DZ/SAUR/7 DZ/SAUR/7 DLZ/ECOL/1 DLZ/ECOL/M
p (7 i
O
h QO
[/ O 4 O
A o}
DLZ/ECOLNM DLZ/ECOL/1 DLZ/ECOL/1 DLZ/ECOL/1 DLZ/EFAE/1

5
-

2.5
2.0

1.5

"~

<

™

DLZ/EFAE/1

DLZ/EFAEN

DLZ/EFAE/1

DLZ/EFAE/1

DLZ/EFAE/1

@]

7

o]

@)

o

m_
~ -
oo -
©

=

o -
~ -
o —
© -

i

o,_
-
o0
© -

gl
w




Ergebnisse

DLZ/PAER/ DLZ/PAER/M DLZ/PAER/ DLZ/PAER/1 DLZ/PAER/M
2.5+
o]
2.0+ / '
] (@]
1.5 o p
o
DLZ/PAER/1 DLZ/SAUR/M DLZ/SAUR/1 DLZ/SAUR/M DLZ/SAUR/M
. o
[} (e}
DLZ/SAUR/1 DLZ/SAUR/1 DLZ/ECOL/7 DLZ/ECOL/7 DLZ/ECOL/7
2.5
O
2.0+
1.5 - ° '
o (o] e}
DLZ/EFAE/7 DLZ/EFAE/7 DLZ/EFAE/7 DLZ/PAER/T DLZ/PAER/7
(o]
i q
- o O
o ©
DLZ/PAER/7 DLZ/SAUR/7 DLZ/SAUR/7 DLZ/SAUR/7
2.5 )
2.0 /
1.5 _ Q
6 7 8 9 6 7 8 9 6 7 8 9

Abbildung 18: Nichtlineares gemischtes Modell (alle Einzelexperimente).

Maximaler Identifikationsscore in Abhangigkeit vom Logarithmus der Bakterienkonzentra-

tion in KBE/ml. Vorhersagen des nichtlinearen gemischten Modells (Linien; feste und zu-

fallige Effekte in schwarz, nur feste Effekte in grau) und Werte der Einzelmessungen

(Punkte) fur alle durchgefuhrten Experimente sortiert nach Methode, Kulturalter und

Stamm.
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4.7.3 Einfluss der Probeneigenschaften auf den Identifikati-
onsscore

Im Hinblick auf die Effekte von Stamm und Kulturalter bestatigt das ge-
mischt lineare Modell die Ergebnisse der nichtlinearen Regression (Ab-
schnitt 4.6.3). Die Signifikanz der Interaktionstherme Methode*Kulturalter
und Methode*Stamm fur den Parameter xmid (Tabelle 13) bekraftigt dar-
uber hinaus die Vermutung, dass Starke und Richtung dieser Effekte von
der verwendeten Praparationsmethode abh&ngen. Die resultierenden
Werte flr den beztiglich der Beurteilung der Identifikationsleistung mal3geb-
lichen Parameter xmid (Tabelle 14) zeigen eine weitestgehend methoden-
unabhéngige Linksverschiebung der Konzentrations-ldentifikationsscore-
Kurve fir E. faecalis (Erniedrigung von xmid um ca. 0,5) und eine deutliche,
methodenunabhangige Rechtsverschiebung fir P. aeruginosa (Erh6hung
von xmid um ca. 0,7). Methodenabhéangige Effekte kbnnen besonders aus-
gepragt beim Kulturalter beobachtet werden: Wahrend vom Modell fiir &ltere
Kulturen bei differentiellem Zentrifugieren und differentieller Lysiszentrifu-
gation eine Rechtsverschiebung der Konzentrations-ldentifikationsscore-
Kurve vorausgesagt wird, prognostiziert es fur die Lysiszentrifugation eine
Linksverschiebung. Die Differenz von xmid zwischen Lysiszentrifugation

und den beiden anderen Verfahren betragt dabei im Mittel ca. 0,8.
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Tabelle 14: Mittelwerte fur den Parameter xmid im nichtlinearen gemischten Modell.

Kulturalter Stamm Methode Xmid
1 Tag E. coli Dz 7,84
LZ 8,04

DLZ 7,47

E. faecalis Dz 7,28

LZ 7,52

DLZ 6,82

P. aeruginosa Dz 8,56

LZ 8,44

DLZ 8,31

S. aureus Dz 7,79

LZ 7,57

DLZ 7,09

7 Tage E. coli Dz 8,22
LZ 7,84

DLZ 8,34

E. faecalis Dz 7,66

LZ 7,33

DLZ 7,68

P. aeruginosa Dz 8,94

LZ 8,25

DLZ 9,18

S. aureus Dz 8,17

LZ 7,37

DLZ 7,96

Dz: Differentielles Zentrifugieren; DLZ: Differentielle Lysiszentrifugation; LZ: Lysiszentrifu-

gation

4.8 Analytische Sensitivitat

Zur Abschatzung der analytischen Sensitivitat der eingesetzten Verfahren
wurden aus den Regressionsdaten bzw. aus dem nichtlinearen Modell die
Bakterienkonzentrationen abgeleitet, bei denen unter den gegebenen Be-

dingungen im Mittel ein Identifikationsscore von 1,7 erzielt wurde.
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Tabelle 15: Mittelwerte und 95% Konfidenzintervalle der fir einen Identifikations-
score von 1,7 bendtigten Bakterienkonzentration bei nichtlinearer Regression fir
nach Methode, Stamm und Kulturalter gruppierte Daten.

Kulturalter Stamm Methode Konz. fur 95% CI
Score 1,7
1 Tag E. coli Dz 7,64 7,58 -7,70
LZ 7,71 7,60 -7,82
DLZ 7,47 7,32 -7,62
E. faecalis Dz 7,13 7,07 -7,19
LZ 7,34 7,34 - 7,45
DLZ 6,64 6,56 - 6,72
P. aeruginosa Dz 8,41 8,30 - 8,52
LZ 8,30 8,20 - 8,40
DLZ 8,20 8,06 - 8,34
S. aureus Dz 7,59 7,52 - 7,66
LZ 7,33 7,23-7,42
DLZ 7,02 6,94 -7,11
7 Tage E. coli Dz 8,16 7,88 - 8,47
LZ 7,92 7,82 - 8,02
DLZ 8,16 8,03 - 8,30
E. faecalis Dz 7,40 7,34 - 7,47
LZ 6,92 6,69 - 7,16
DLZ 7,54 7,46 - 7,62
P. aeruginosa Dz 8,68 8,60 - 8,77
LZ 7,92 7,79 - 8,05
DLZ nicht konvergiert
S. aureus Dz 8,07 7,91 - 8,25
LZ 7,24 7,11-7,74
DLZ 7,72 7,58 - 7,86

Dz: Differentielles Zentrifugieren; DLZ: Differentielle Lysiszentrifugation; LZ: Lysiszentrifu-

gation

4.9 Bearbeitungsaufwand und Kosten

4.9.1 Bearbeitungsaufwand

Beim Vergleich der fUr die parallele Bearbeitung von 4 Proben erforderli-
chen Bearbeitungszeit (Hands-on-Time) sowie der Gesamtdauer
(Turnaround Time) der Probenvorbereitung erwies sich die mit einem kom-
merziellen Reagenzienset durchgefiihrte Lysiszentrifugation als schnellstes

Verfahren (Tabelle 16). Bei annéhernd gleicher mittlerer Bearbeitungszeit
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fuhrten die langeren Zentrifugationsschritte beim differentiellen Zentrifugie-
ren zu einer um 20 % hoheren Gesamtdauer der Probenvorbereitung. Die
bei der differentiellen Lysiszentrifugation im Vergleich zu beiden vorgenann-
ten Verfahren erhéhte Anzahl durchzufiihrender Einzelschritte resultierte in
einer im Vergleich zur Lysiszentrifugation um 30 % erhdhten Bearbeitungs-
zeit bei 40 % langerer Gesamtdauer.

Tabelle 16: Zeitaufwand fir die untersuchten Methoden bei Parallelbearbeitung von
4 Proben

Methode Bearbeitungs- Gesamtdauer?
zeit!

Differentielles Zentrifugieren 15 min 65 min

Lysiszentrifugation 15 min 50 min

Differentielle Lysiszentrifugation 20 min 70 min

1) Hands-on-Time; Summe der vom Anwender zur Durchfiihrung der einzelnen Protokoll-
schritte bendgtigten Zeit.
2) Turnaround-Time; Gesamtdauer der Probenvorbereitung; Bearbeitungszeit plus War-

tezeiten (z. B. Inkubation, Zentrifugation)

4.9.2 Verbrauchsmittelkosten

Unter den getesteten Verfahren verursachte das differentielle Zentrifugieren
mit insgesamt 0,3 Euro je untersuchter Probe die geringsten Verbrauchs-
mittelkosten (Tabelle 17). Die hdchsten Kosten entstanden bei Verwendung
der Lysiszentrifugation. Obwohl hier nur wenige Reagenzien bendtigt wur-
den, lie3 der hohe Anschaffungspreis des Reagenziensets die Gesamtkos-
ten auf mehr als das Zehnfache der Kosten fir das differentielle Zentrifu-
gieren steigen. Die differentielle Lysiszentrifugation war im Vergleich dazu
nur unwesentlich teurer als das differentielle Zentrifugieren. Bertcksichtigt
man zusatzlich die fir alle Proben gleichermalRen anfallenden Kosten ftr
die abschlieRende MALDI-TOF-Messung, ergeben sich Materialkosten von
ca. einem Euro fur die beiden in-house Verfahren und funf Euro fur die Ly-
siszentrifugation mit kommerziellen Reagenzien. Unter Bertcksichtigung
der Personalkosten (35 Euro pro Stunde) liegen die Gesamtkosten fir Dif-

ferentielles  Zentrifugieren,  Lysiszentrifugation und  Differentielle
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Lysiszentrifugation bei Verarbeitung von einer bzw. vier Proben bei
10/14/13 bzw. 3/7/4 Euro pro Probe.

Tabelle 17: Verbrauchsmittelkosten der untersuchten Verfahren bezogen auf eine
Probe.

Methode Verbrauchsmittel Anzahl, Kosten
Menge [Euro]?
Differentielles Destilliertes Wasser 3 ml 0,20
Zentrifugieren 12 ml PS-Réhrchen 1
1,5 ml Reaktionsgefald 1
Einweg-Pasteurpipette 1
Pippettenspitze (1 ml) 5
Lysiszentrifugation = Bruker Sepsityper Losung 1 200 pl 4,70
Bruker Sepsityper Lésung 2 1ml
1,5 ml Reaktionsgefal} 1
Pippettenspitze (1 ml) 5
Pippettenspitze (20-200 ul) 2
Differentielle RBC-Lysis-Ldsung 1ml 0,50
Lysiszentrifugation  pestilliertes Wasser 1 ml
VACUETTE 8 ml Z 2
Serum Sep Clot Activator
1,5 ml Reaktionsgefald 2
Einweg-Pasteurpipette 1
Pippettenspitze (1 ml) 8
FA-Extraktion? Destilliertes Wasser 300 pl 0,10
Ethanol 900 ul
Acetonitril 50 pl
Ameisensaure 50 ul
1,5 ml Reaktionsgefald 2
Pippettenspitze (1 ml) 3
Pippettenspitze (20-200 ul) 4

1) Zugrunde gelegt wurden die aktuellen Beschaffungskosten bei Bestellung laborublicher
Mengen im Institut fir Medizinische Mikrobiologie, Virologie und Hygiene des Universitats-
krankenhauses Hamburg-Eppendorf im Juni 2013 (ohne Mehrwertsteuer).

2) Wurde bei allen untersuchten Verfahren als letzter Teil der Probenvorbereitung durch-

geflhrt.

59



Diskussion

5 Diskussion

5.1 Eignung kinstlicher Blutkulturproben zur Beur-
teilung der Qualitat verschiedener Extraktions-
verfahren

In der vorliegenden Arbeit sollten verschiedene Verfahren zur direkten Iden-
tifizierung von Bakterien in bewachsenen Blutkulturmedien verglichen wer-
den. Zu Beginn der Untersuchungen lagen nur wenige Studien vor, in denen
entsprechende Vergleiche direkt an klinischen Proben durchgefuhrt wurden
(Schubert et al. 2011; Saffert et al. 2012). Dabei wurden positive Blutkultur-
flaschen jeweils parallel mit unterschiedlichen Verfahren analysiert. Ein der-
artiges Vorgehen verspricht, bei ausreichend grol3er Probenzahl, Daten mit
hoher Aussagekraft bezuglich mdglicher Leistungsunterschiede der unter-
suchten Verfahren. Die notwendigen logistischen Voraussetzungen fur sol-
che Parallelmessungen sind allerdings fur mehr als zwei Verfahren kaum
zu erflllen. Alternativ lassen sich die publizierten Leistungsdaten aus ver-
schiedenen Studien zu je einer einzelnen Methode miteinander vergleichen
(siehe Tabelle 18). Da fur die meisten in-house-Verfahren bisher nur Ein-
zelpublikationen vorliegen, und die untersuchten Probenkollektive oft klein
und in der Zusammensetzung oft deutlich unterschiedlich sind, ist die Aus-
sagekraft derartiger Vergleiche zurzeit begrenzt. In der vorliegenden Arbeit
wurde fur den Methodenvergleich ein experimenteller Ansatz mit kinstlich
hergestellten Blutkulturproben gewahlt. Durch die beliebige Reproduzier-
barkeit dieser Proben entfallt die Notwendigkeit zur Parallelmessung und
die erforderliche Probenanzahl istim Vergleich zur nicht parallelen Messung
mit klinischen Proben deutlich reduziert. Bei der Herstellung der kiinstlichen
Proben konnten zudem Faktoren, fr die bereits in friiheren Studien ein Ein-
fluss auf den Identifikationsscore vermutet wurde (Bakterienkonzentration,
Art des Erregers, Blutkulturalter), gezielt berlcksichtigt werden. Bei der

Auswertung der MALDI-TOF Ergebnisse zeigte sich, dass der nichtlineare
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Zusammenhang zwischen Bakterienkonzentration und Identifikationsscore
fur die drei untersuchten Verfahren einheitlich beschrieben werden konnte
(logistische Regression mit vier Parametern). Dariiber hinaus konnte die
Leistungsfahigkeit der getesteten Verfahren anhand eines einzelnen Lage-
parameters, des Wendepunkts (xmid), analysiert und verglichen werden.
Die beobachtete niedrige inter-Assay Variabilitat (siehe Abschnitt 4.4.2)
weist auf eine insgesamt gute Reproduzierbarkeit des beschriebenen Ver-
fahrens hin. Ein hoherer Standardisierungsgrad lie3e sich gegebenenfalls
noch durch die Verwendung kommerzieller Blutprodukte anstelle des hier
eingesetzten Spenderbluts erreichen. Da in den unter Verwendung der hier
getesteten Extraktionsmethoden publizierten Studien die Bakterienkonzent-
ration in positiven Blutkulturflaschen nicht gemessen wurde, lieRen sich
keine Konzentrations-Score-Beziehungen fir die unmittelbare Plausibili-
tatskontrolle der durch den Einsatz kinstlicher Proben erzeugten Daten ab-
leiten. Allerdings konnten einige der in klinischen Proben beobachteten Be-
sonderheiten im Hinblick auf die Leistungsfahigkeit bei unterschiedlichen
Probenarten in dieser Arbeit reproduziert werden (siehe unten).

Da die getesteten Verfahren im Hinblick auf die zugrundeliegenden physi-
kalischen Prinzipien das gesamte Spektrum der bisher publizierten Metho-
den abbilden, sollte der hier gewahlte Ansatz, d. h. die Verwendung kiinst-
licher Proben zur Analyse des Zusammenhangs zwischen Bakterienkon-
zentration und Identifikationsscore, problemlos auch zur Bewertung weite-

rer Extraktionsverfahren einsetzbar sein.

5.2 Einfluss der verwendeten Extraktionsmethode
auf den Identifikationsscore

Gemittelt Uber alle untersuchten Proben konnte, gemessen an der Lage der
Konzentrations-ldentifikationsscore-Kurven (Regressionsparameter xmid),
kein signifikanter Unterschied der Leistungsfahigkeit zwischen den unter-
suchten Extraktionsverfahren festgestellt werden. Bei Giberlappenden 95%-
Konfidenzintervallen lagen die Differenzen zwischen den entsprechenden

Parameterschatzwerten innerhalb einer Zweierpotenz und damit im Bereich
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des fur die Bestimmung der Keimzahl im Plattengussverfahren anzuneh-
menden Messfehlers. Zur Detektion moglicherweise vorhandener Leis-
tungsunterschiede unterhalb dieser Gréfenordnung ware die Untersu-
chung zusatzlicher Proben erforderlich. In Anbetracht der untergeordneten
Relevanz, die derartig geringflgige Leistungsunterschiede fur die verglei-
chende Beurteilung der Routinetauglichkeit der getesteten Verfahren hat-
ten, erscheint der zusatzliche Aufwand allerdings kaum gerechtfertigt. Die
in verschiedenen Studien an echten Blutkulturproben erzielten Identifikati-
onsraten sind, unter Bertcksichtigung der aus den zahlreichen Studien zur
Lysiszentrifugation ableitbaren Variabilitat zwischen verschiedenen Anwen-
dern (Inter-Operator-Variability), mit der hier vertretenen Hypothese der

Gleichwertigkeit der untersuchten Verfahren vereinbar (Tabelle 18).

Tabelle 18: Methodenabhéngige Identifikationsraten in Studien zur direkten Errege-
ridentifizierung in positiven Blutkulturproben.

Methode Studie n (Anteil Score 21,7 [%]* Score 22,0 [%]*!
gp[%])  alle gp gn alle gp gn
Dz Christner 277 (66) 87 83 97 75 67 94
2010
DLZ Steven-  212(63) 76 69 89 < < <
son 2010 652 572 797
LZ Alle LZ 840(62) 77 70 89 58 43 82
Buchan 145 (69) 81 75 93 61 50 87
2012
Klein 124 (58) 82 72 96 54 32 85
2012
Kok 472 (60) 75 67 87 59 45 80
2011
Saffert 99 (65) 76 72 83 53 37 78
2012

1) Anteil der bei Anwendung des angegebenen Grenzwerts fir den Identifikationsscore
korrekt identifizierten Isolate.

2) Die aufgefuhrten Zahlen beruhen auf einem Identifikationsscore-Grenzwert = 1,9; der
Anteil von Isolaten mit einem Score = 2,0 ist demnach geringer.

gn: gramnegative Bakterien; gp: grampositive Bakterien
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Grol3ere Unterschiede zwischen den Methoden wurden lediglich fir ein-
zelne experimentelle Untergruppen beobachtet. Auffallig waren dabei ins-
besondere das vergleichsweise gute Abschneiden der Lysiszentrifugation
bei alten Blutkulturproben (im Gegensatz zu den beiden anderen Verfahren
waren die Ergebnisse der Lysiszentrifugation praktisch unabh&ngig vom
Kulturalter) und das schlechte Abschneiden des Differentiellen Zentrifugie-
rens bei S. aureus. In diesem Punkt konnte mit den hier verwendeten kiinst-
lichen Blutkulturproben ein Ergebnis der Untersuchungen an echten Blut-
kulturen reproduziert werden. In der Studie zur Validierung des differentiel-
len Zentrifugierens mit klinischen Proben wurden ebenfalls signifikant nied-
rigere ldentifikationsscores fir aerobe S. aureus Kulturen beobachtet
(Christner et al. 2010). Als mdgliche Ursache dieses methodenspezifischen
Phanomens kommt z. B. eine durch Agglutination der Erreger erhdhte Se-
dimentationsrate in Frage, die die Isolierung der Bakterien durch differenti-
elles Zentrifugieren, nicht aber durch Lysis-basierte Verfahren, behindern
wirde. Im Gegensatz dazu waren von der ebenfalls bei S. aureus beobach-
teten erniedrigten Keimzahl zum Zeitpunkt der Positivitat alle Verfahren be-
troffen (Tan et al. 2008). Die beobachtete Robustheit der Lysiszentrifugation
gegentber dem Probenalter ist am ehesten darauf zuriickzufihren, dass
die Lyse von Blutzellen als wesentlicher Effekt der Probenalterung prinzi-
pienbedingt keinen Einfluss auf die Extraktionseffizienz dieses Verfahrens
haben sollte. Im Gegensatz dazu unterminiert die altersbedingte Zelllyse
das zentrale Prinzip zur Trennung von Bakterien und zellularen Blutkultur-
bestandteilen beim differentiellen Zentrifugieren und bei der differentiellen
Lysiszentrifugation. Wahrend der Einfluss des Blutkulturalters bei klinischen
Proben bisher nur fur das differentielle Zentrifugieren systematisch unter-
sucht wurde, konnte in einer vergleichenden Arbeit bei Anwendung der Ly-
siszentrifugation und eines rein zentrifugationsbasierten Verfahrens fur die
Lysiszentrifugation ein geringerer Einfluss des Gramverhaltens auf den
Identifikationsscore beobachtet werden (Loonen et al. 2012). Auch wenn
dieses Verhalten fir die hier untersuchten Stamme und Vergleichsverfah-

ren nicht beobachtet wurde, bestatigen diese Daten den Eindruck einer
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vergleichsweise grofen Homogenitat der mittels Lysiszentrifugation erziel-
ten Ergebnisse (Tabelle 18).

5.3 Einfluss von Probeneigenschaften auf den Iden-
tifikationsscore

Far alle untersuchten Verfahren konnte in dieser Arbeit eine klare nichtline-
are Abhangigkeit der Identifikationsleistung von der Bakterienkonzentration
in der verarbeiteten Probe demonstriert werden. Dabei wurden Identifikati-
onsscores oberhalb des regelhaft fur die Direktidentifizierung herangezoge-
nen Grenzwerts von 1,7, in Abhangigkeit vom untersuchten Stamm und
dem Alter der Blutkultur, ab Bakterienkonzentrationen von ca. 107 bis 108
KBE/ml erzielt. Da in den bisher durchgefuhrten Studien mit klinischen Pro-
ben die Bakterienkonzentration in den untersuchten Proben nicht gemes-
sen wurde, liegen fir kein Verfahren echte Vergleichswerte mit klinischen
Blutkulturproben vor. Allerdings wurde in den Validierungsstudien zum dif-
ferentiellen Zentrifugieren und zur differentiellen Lysiszentrifugation aus
Messungen mit kinstlichen Proben und theoretischen Erwagungen eben-
falls eine Schwellenkonzentration von 107 KBE/ml abgeleitet (Christner et
al. 2010; Stevenson et al. 2010).

Tabelle 19: Bakterienkonzentration in Blutkulturproben zum Zeitpunkt der

Positivitat.

Probenzahl Tendenz Spanne Studie

(Erreger) (Lagemal)

30 (gemischt) 5x108 (Median) 2x107 bis 7x10°  Christner

2010

8 (S. aureus) 1,5x108 5x108 bis 1x10°  Tan
(Mittelwert) 2008

19 1,5x101° 1x10° bis 5x10%°

(Enterobacteriaceae) (Mittelwert)

ca.! 20 (gemischt) 1,9x1010 ca.! 2x108 bis Konerth
(Mittelwert) 1x10% 2014

1) Probenzahl und Spanne wurden aus der Abbildung abgeleitet.
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In Kombination mit verfigbaren Angaben zur Bakterienkonzentration in
Blutkulturproben zum Zeitpunkt der Positivitat (Tan et al. 2008; Christner et
al. 2010; Konnerth et al. 2014) (Tabelle 19) passen die hier ermittelten Kon-
zentrations-ldentifikationsscore-Beziehungen gut zu den in klinischen Pro-
ben beobachteten Identifikationsraten (Tabelle 18).

Neben der Bakterienkonzentration wurde in dieser Arbeit auch das Blutkul-
turalter als signifikanter Faktor fir den erzielbaren Identifikationsscore er-
mittelt. Die Anwendung von Differentiellem Zentrifugieren oder Differentiel-
ler Lysiszentrifugation fuhrte zu einer Rechtsverschiebung der Konzentrati-
ons-ldentifikationsscore-Kurve um 0,5 bis 1 logio (Tabelle 13). Dieser Effekt
wurde bei Verwendung zentrifugationsbasierter Aufarbeitungsverfahren
auch bei klinischen Proben bereits beobachtet. Fir eine sichere Identifika-
tion waren dabei zwei- bis sechsmal so hohe Bakterienkonzentration (ent-
spricht einer Rechtsverschiebung um 0,3 bis 0,8 logio) wie bei 1 Tages-
Blutkulturen erforderlich (Christner et al. 2010; Stevenson et al. 2010). Da
der entsprechende Effekt nach Probenvorbereitung mittels Lysiszentrifuga-
tion nicht auftrat, kann das Blutkulturalter, zumindest nach den Ergebnissen
dieser Arbeit, allerdings nur als methodenspezifischer Einflussfaktor be-
trachtet werden (Abschnitt 5.2). Die praktische Relevanz fir die mikrobiolo-
gische Routinediagnostik ist vermutlich ohnehin gering, da mehr als 90 %
aller Blutkulturproben innerhalb der ersten zwei Tage positiv werden (Rei-
mer et al. 1997). Auch wenn vergleichbare ,Alterungseffekte“ eventuell frih-
zeitig auch durch Bakterien-induzierte Hamolyse hervorgerufen werden
konnten, ist ein daraus fur die Lysiszentrifugation resultierender Vorteil zu-
mindest an den publizierten Identifikationsraten nicht ablesbar (Tabelle 18).
Ein deutlicher methodenunabh&ngiger Einfluss war in den simulierten Pro-
ben auch fur den untersuchten Bakterienstamm nachweisbar. Die Konzent-
rations-ldentifikationsscore-Kurven waren dabei fur E. faecalis zu niedrige-
ren und fur P. aeruginosa zu hoheren Bakterienkonzentrationen verscho-
ben. Dieser Befund findet nur bedingt Entsprechung in den Ergebnissen aus
klinischen Proben: Dort wurden die hdchsten ldentifikationsraten fir Kultu-

ren mit E. coli erzielt, wahrend vergleichsweise schlechte Leistungen bei

65



Diskussion

S. aureus beobachtet wurden (Tabelle 20). Eine aktuelle Ubersicht (Schief-
fer et al. 2014) tber insgesamt 20 Studien (10 Studien zur SepsiTyper Ly-
siszentrifugation und 10 Studien mit verschiedenen in-house Protokollen)
findet die héchsten Identifikationsraten, unabhéngig vom verwendeten Pro-
tokoll, ebenfalls fir Enterobacteriaceae (ca. 95 %) und vergleichsweise
schlechtere Ergebnisse bei grampositiven Kokken (77 %), aber auch bei

anderen gramnegativen Stabchenbakterien (80 %).

Tabelle 20: Speziesspezifische Identifikationsraten in Blutkulturproben

Meth Studie n Korrekt identifizierter Isolate (Anteil in %)*

E. E. coli S. aureus P. aerug.
faecalis

DZ Christner 277 13/13 41/42 47/60 5/5
2010 (1200) (98) (78) (100)
DLZ Stevenson 212 12/12 16/16 12/14 10/12
2010 (1200) (100) (86) (83)
LZ Alle LZ 840 26/35 148/154 77/110 18/27
(74) (96) (70) (67)
Buchan 145 12/12 22/22 10/10 4/4
2012 (1200) (100) (100) (100)
Klein 124 6/10 18/19 13/27 1/9
2012 (60) (95) (48) (12)
Kok 472 5/9 97/102 49/54 11/12
2011 (56) (95) (91) (92)
Saffert 99 3/4 11/11 5/19 2/2
2012 (75) (100) (26) (100)

1) Identifikationsscore-Grenzwert: 1,7

Allerdings ist der préadiktive Wert der in der vorliegenden Arbeit ermittelten
Konzentrations-ldentifikationsscore-Kurven fur die speziesspezifische Leis-
tungsfahigkeit der getesteten Verfahren mit realen Blutkulturproben auch
von mehreren, hier nicht kontrollierten, Faktoren abhangig. Zum einen ist
die durchgefiihrte Keimzahlbestimmung im Plattengussverfahren (kolonie-
bildenden Einheiten pro Volumeneinheit) zwar ein offenbar gut reproduzier-

bares aber letztlich nur relatives Mal3 fur die Konzentration der
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Bakterienzellen in einer Probe. In Abhangigkeit vom Aggregationsgrad der
Bakterien kann eine koloniebildende Einheit aus einer oder mehreren hun-
dert Zellen bestehen. Da der Identifikationsscore aber wahrscheinlich mit
der tatsachlichen Zellzahl korreliert, kbnnen stammspezifische Unter-
schiede im Ausmal? der Aggregation (d. h. der Anzahl der Bakterienzellen
pro KBE) ebenso zu Verschiebungen der Konzentrations-ldentifikations-
score-Kurven zwischen zwei Stammen fuhren, wie stammspezifische Un-
terschiede in der Probenaufarbeitung. Es muss zudem davon ausgegangen
werden, dass neben spezies- auch stammspezifische Unterschiede im Ag-
gregationsverhalten bestehen, was die Ubertragbarkeit speziesspezifischer
Effekte aus Messungen an ausgewahlten Referenzstammen insgesamt in
Frage stellen wiirde. Dartiber hinaus unterliegen die Keimzahlen zum Zeit-
punkt der Positivitat einer Blutkultur offenbar stamm- und speziesspezifi-
schen Schwankungen (Tan et al. 2008), so dass in den bisher publizierten
Daten aus klinischen Proben (keine Bestimmung der Bakterienkonzentra-
tion) maoglicherweise vorhandene speziesspezifische Effekte nicht vom
Konzentrationseffekt (siehe oben) zu trennen sind.

Um zu entscheiden, ob die fur klinische Blutkulturproben durchgehend be-
obachteten signifikant niedrigeren Identifikationsraten mit grampositiven
Bakterien (Kok et al. 2011; Schubert et al. 2011; Klein et al. 2012; Loonen
et al. 2012; Saffert et al. 2012) tatsachlich auf konzentrationsunabhangige
speziesspezifische Effekte zurlckzufiihren sind (Smole et al. 2002,
Prod’hom et al. 2010; Schubert et al. 2011), mussten die hier durchgefihr-
ten Untersuchungen unter Verwendung mikroskopischer oder molekularbi-
ologischer Verfahren wiederholt werden, die verlassliche stammubergrei-

fende Konzentrationsvergleiche ermdglichten (Ott et al. 2004).

5.4 Bearbeitungsaufwand und Kosten

Die drei untersuchten Verfahren erlauben die Identifizierung von Bakterien
in positiven Blutkulturen innerhalb einer Stunde. Die hier gemessenen Be-

arbeitungszeiten entsprechen dabei den Angaben anderer Anwender
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(Christner et al. 2010; Stevenson et al. 2010). Dem aus der Direktidentifi-
zierung resultierenden Zeitgewinn bei der Speziesidentifizierung von etwa
24 Stunden im Vergleich zur konventionellen Verarbeitung mit Subkultur
(Huang et al. 2013; Martiny et al. 2013; Schneiderhan et al. 2013) stehen
der zusatzliche Arbeitsaufwand fur die Probenaufbereitung und die Ver-
brauchsmittelkosten der Extraktionsverfahren gegeniber. Etwa ein Viertel
der fur die Identifikation bendtigten Zeit muss dabei als Arbeitszeit exklusiv
fur die Bearbeitung der Proben aufgewandt werden (hands-on-time). Bear-
beitungs- und Gesamtdurchsatzzeit sind beim einfachsten Verfahren, der
Lysiszentrifugation, bis zu 25 % kurzer als beim differentiellen Zentrifugie-
ren und der differentiellen Lysiszentrifugation. Durch das verwendete kom-
merzielle Reagenzienkit ist die Lysiszentrifugation allerdings auch finfmal
teurer als die beiden in-house Methoden (5 Euro/Probe gegeniber
1Euro / Probe). In Abhangigkeit der anfallenden Personalkosten, des ver-
wendeten Verfahrens und der Zahl der parallel verarbeiteten Proben verur-
sacht die Direktidentifizierung damit Mehrkosten von etwa drei (in-house-
Verfahren, Parallelverarbeitung von vier bis acht Proben) bis 14 Euro (Ly-
siszentrifugation mit kommerziellem Reagenzienkit, Einzelprobe) pro Probe
im Vergleich zur konventionellen Blutkulturdiagnostik. Fur Labore, die den
letzten Teilschritt der Aufarbeitung, die Ameisensaureextraktion, regelhaft
im Rahmen der Routineidentifizierung von Kulturisolaten (z. B. Hefen)
durchfiihren, wére der zusatzliche Personalaufwand reduziert. Die Mehr-
kosten liel3en sich dadurch u. U. auch bei Einsatz der kommerziellen Lysis-
zentrifugation auf die in einer Kosten-Nutzen-Analyse fur den US-Markt er-
mittelten Werte von 3 bis 4 $ reduzieren (Lagacé-Wiens et al. 2012).

Die Frage nach der Kosteneffizienz der Direktidentifizierung insgesamt oder
nach Unterschieden in der Kosteneffizienz der einzelnen Extraktionsverfah-
ren ist im Rahmen dieser Arbeit nicht abschliel3end zu beantworten. Zum
Zeit liegen nur wenige klinische Studien zu den direkten Auswirkungen der
schnellen MALDI-TOF Identifizierung von Mikroorganismen aus positiven
Blutkulturen auf das Patientenmanagement vor. Demnach fiihrte die zeit-
nahe Erregeridentifizierung in zwei Observationsstudien bei einem relevan-

ten Teil der Patienten zur frihzeitigen Modifikation der Antibiotikatherapie
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(Clerc et al. 2013; Martiny et al. 2013). Der grofdte Einfluss wurde dabei bei
Patienten mit Bakteriamie durch typischerweise AmpC produzierende
Enterobacteriaceae (Umstellung der Antibiotikatherapie in 59 % der Falle),
Enterokokken (30 %) und betahamolysierende Streptokokken (30 %) beo-
bachtet. Bei diesen Erregern lasst sich die Antibiotikaempfindlichkeit mit
grof3er Sicherheit aus der Speziesidentifizierung ableiten. Der Effekt von
Maflinahmen zur schnellen Erregeridentifizierung ist folglich sowohl vom lo-
kalen Erregerspektrum bei Bakteriamie und den Vorgaben zur empirischen
Antibiotikatherapie abhangig. In der Arbeiten Martiny et al. wurde auf3erdem
ein signifikant geringerer Einfluss der schnellen Erregeridentifizierung bei
padiatrischen Patienten beobachtet (Umstellungen in weniger als 3 % der
Falle gegenlber 13 % bei Erwachsenen), der von den Autoren der Studie
auf den Widerwillen der Behandler zur Deeskalation einer begonnen Anti-
biotikatherapie bei klinischer Besserung der Patienten zurtickgefuhrt wurde
(Martiny et al. 2013). In der gleichen Studie wurde auf3erdem festgestellt,
dass in mehr als der Halfte der Falle mehr als vier Stunden zwischen der
Mitteilung der MALDI-TOF Ergebnisse und einer darauf aufbauenden Inter-
vention vergingen. Da der positive Effekt einer zielgerichteten Antibiotika-
therpie bei septischen Patienten offenbar wesentlich von der friihzeitigen
Einleitung abhangt (Leibovici et al. 1998), wéaren flir eine Reduktion der Mor-
biditat oder gar Mortalitéat in Folge einer beschleunigten Diagnostik sowohl
eine leistungsfahige Infrastruktur zur verzégerungsfreien Ubermittlung von
Laborbefunden und eine hohe Adhérenz der Behandler in Bezug auf die
daraus resultierenden Therpieempfehlungen erforderlich (Huang et al.
2013). Ahnliches gilt fiir mogliche Reduktionen im Antibiotikaverbrauch. In
welchem Umfang sich die z. T. auch fir andere Techniken demonstrierten
moglichen positiven Effekte einer beschleunigten Diagnostik durch MALDI-
TOF Direktidentifizierung im klinischen Alltag bemerkbar machen, ist daher
nicht unwesentlich auch von den lokalen Rahmenbedingungen abhangig
(Barenfanger et al. 1999; Beekmann et al. 2003; Bruins et al. 2005;
Kerremans et al. 2008).
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5.5 Fazit

Der Vergleich von drei physikalisch unterschiedlichen Verfahren zur Erre-
gerdirektidentifizierung aus positiven Blutkulturen erbrachte eine weitestge-
hende analytische Gleichwertigkeit der getesteten Methoden. Die gefunde-
nen marginalen Leistungsunterschiede fir einzelne Probenarten sind im kli-
nischen Alltag wahrscheinlich nicht relevant. Bei der Auswahl eines Verfah-
rens kénnen daher Aspekte wie Handhabbarkeit und Kosten im Vorder-
grund stehen. Unter den hier getesteten Verfahren zeigte das Lysis-basierte
Protokoll mit kommerziellem Reagenzienkit die kiirzeste Bearbeitungszeit.
Dazu kommen ein - gemessen an der Zahl der publizierten Studien - hoher
Validierungsgrad und mdgliche Vorteile im Hinblick auf die Homogenitat der
Identifikationsraten in verschiedenen Probenkollektiven. Im Gegenzug ent-
stehen im Vergleich zu den in-house Protokollen Zusatzkosten von einigen
Euro pro Probe.

Der im Labor zu leistende Mehraufwand ist fUr alle getesteten Methoden
betrachtlich; insbesondere wenn die Messungen fir eine maximale Be-
schleunigung der Diagnostik mehrmals am Tag mit jeweils kleiner Proben-
anzahl durchgefiuihrt werden sollen (Schneiderhan et al. 2013) und das
Ameisensaure-Extraktionsprotokoll als Bestandteil aller untersuchten Auf-
arbeitungsverfahren nicht bereits regelhaft zur Untersuchung von Festkul-
turen durchgefuhrt wird. Nichtsdestotrotz erscheint die Implementierung der
Technik im mikrobiologischen Routinelabor vor dem Hintergrund der hohen
klinischen Relevanz von Blutkulturen und der mdglichen Auswirkungen auf
das Patientenmanagement erstrebenswert. Das hier vorgestellte Testver-
fahren mit definierten Referenzstdmmen in kinstlichen Blutkulturproben hat
sich als schnelle Methode flir einen aussagekréftigen Leistungsvergleich
verschiedener Methoden bewahrt und kann damit sowohl die Einfiihrung
von in-house-Protokollen als auch die regelmafRigen Qualitatskontrolle un-

terstutzen.
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6 Zusammenfassung

6.1 Zusammenfassung deutsch

Durch die schnelle zielgerichtete Antibiotikatherapie bei bakteriamischen
Patienten kdnnen Mortalitat und Antibiotikaverbrauch reduziert werden. Die
beschleunigte Erregeridentifizierung tragt dabei maf3geblich zur Reduktion
der Zeit bis zur Einleitung einer pathogenspezifischen Behandlung bei. In
den letzten Jahren wurden verschiedene Verfahren zur direkten Erregeri-
dentifizierung aus positiven Blutkulturen mittels MALDI-TOF Massenspekt-
rometrie publiziert. Wegen des hohen Aufwands der Verfahren liegen aller-
dings nur wenige Paralleluntersuchungen mit unterschiedlichen Protokollen
vor und Leistungsvergleiche zwischen den Arbeiten sind wegen der gerin-
gen Zahl an Verdffentlichungen zu einzelnen in-house-Protokollen und der
zum Teil betrachtlichen Heterogenitat der Arbeiten im Hinblick auf die ver-
wendeten Bewertungskriterien und das untersuchte Probenkollektiv
schwierig.

In der vorliegenden Arbeit wurden daher drei unterschiedliche Verfahren zur
direkten Identifikation von Bakterien aus positiven Blutkulturen unter Ver-
wendung eines standardisierten Testprotokolls verglichen. Dabei wurden
unter Verwendung ktinstlicher Blutkulturproben mit definierten Konzentrati-
onen verschiedener Referenzstdmme Stamm- und Probenalter-spezifische
Konzentrations-Identifikationsscore-Beziehungen fir die einzelnen Verfah-
ren abgeleitet. Die vergleichende Analyse dieser Beziehungen mittels nicht-
linearer Regression und eines nicht-linearen gemischten Modells bestatigte
Ergebnisse und Trends aus friheren Studien an klinischen Proben. U. a.
zeigten sich methodenspezifisch reduzierte Identifikationsraten fur alte Blut-
kulturen beim Einsatz von Aufarbeitungsverfahren, die eine Abtrennung von
intakten Zellen durch differentielles Zentrifugieren vorsehen. Gemittelt Gber
alle untersuchten Proben zeigten die beiden getesteten in-house Verfahren

und das vielfach an klinischen Proben validierte Kit der Firma Bruker
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gleichwertige Leistungen. Die erzielbaren Identifikationsscores waren letzt-
lich vor allem von der untersuchten Bakterienkonzentration abhangig. Dabei
wurde eine Schwellenkonzentration von 10° KBE/ml errechnet, die im Zu-
sammenhang mit den Daten zur Keimzahl in positiven Blutkulturen gut zu
den veroffentlichten Identifikationsraten in klinischen Proben passt.

Alle getesteten Verfahren lassen sich einfach erlernen und reproduzierbar
durchzufiihren. Das kommerzielle Lysis-Protokoll zeigt dabei die kiirzeste
Bearbeitungszeit bei gleichzeitig hdchsten Zusatzkosten. In Abhéngigkeit
von der untersuchten Probenanzahl und dem fir MALDI-TOF Routinemes-
sungen im Labor eingesetzten Extraktionsprotokoll kann die Direktidentifi-
zierung von Blutkulturisolaten mit Zusatzkosten von drei bis finf Euro im-
plementiert werden.

Das hier vorgestellte Testverfahren kann dabei sowohl die Einflihrung als

auch die nachfolgende kontinuierliche Qualitatssicherung unterstttzen.

6.2 Zusammenfassung englisch

Fast bacterial identification from positive blood cultures allows for early ini-
tiation of targeted therapy in bacteremic patients with potentially beneficial
effects on mortality and antibiotic consumption. During the last couple of
years, several protocols for direct bacterial identification from positive blood
culture bottles by MALDI-TOF mass spectrometry fingerprinting had been
published. Because of the substantial effort required for most of those pro-
tocols, only few comparative analyses are available. Because of the small
number of studies performed for most in-house-protocols and the heteroge-
neity regarding evaluation criteria and sample selection, indirect compari-
son of method efficiencies is problematic.

In the present study three different protocols for direct bacterial identification
of positive blood culture bottles were compared with standardized test pro-
tocols. The use of blood culture samples with defined concentrations of ref-
erence strains allowed for comparisons considering strain- and culture age
specific effects on the relation between bacterial concentration and identifi-

cation scores. Data analysis using non-linear regression and a non-linear
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mixed effect models confirmed several assumptions derived from the anal-
ysis of clinical samples in previous studies. Among others, we observed re-
duced identification rates from blood culture bottles of higher age with pro-
tocols relying on differential centrifugation to separate microorganisms from
intact cells. Averaged over all tested conditions, both in-house-methods and
the more thoroughly validated Bruker kit showed equal performances. Iden-
tification scores were mainly dependent on the bacterial concentration. The
observed threshold of 107 CFU/mI for reliable identification fits well with
available data on bacterial counts in positive blood culture bottles and iden-
tification rates obtained with clinical samples.

All tested methods can reproducibly be executed with manageable training
effort. The commercial lysis-protocol offers the shortest processing time at
the highest costs. Depending on the number of processed samples and the
method used for routine MALDI-TOF mass spectrometry based identifica-
tion of cultured isolates, direct identification of positive blood cultures could
be implemented with extra costs of three to five Euros per sample.

The presented strategy for evaluating the performance of MALDI-TOF mass
spectrometry fingerprinting from positive blood cultures could also be useful

during test implementation and for continuous quality control.

73



Abkurzungsverzeichnis

7 Abkurzungsverzeichnis

AU

DLZ

DNA

Dz

KBE

KNS

LZ
MALDI-TOF

MRSA
PBS
PCR

sp.
spp.
VRE

Aribtrary unit (willkiirliche Einheit)

Differentielle Lysiszentrifugation

Deoxyribonucelic acid (englisch fiir Desoxyribonukleinsaure)
Differentielles Zentrifugieren

Koloniebildende Einheiten

Koagulasenegative Staphylokokken

Lysiszentrifugation

Matrix assisted laser desorption/ionization time of flight (Mat-
rix-assistierte Laser-Desorption-lonisation mit Flugzeitbestim-
mung)

Methicillin-resistenter Staphylococcus aureus
Phosphate buffered saline (Phosphatgepufferte Salzlésung)

Polymerase chain reaction (englisch fir Polymerase-Kettenre-
aktion)

Species (Spezies)
Species plurales (mehrere Spezies)
Vancomycin-resistente Enterokokken
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