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1 Einleitung

1.1 Sepsis

Die Sepsis ist eine akute, lebensgefahrliche, systemische Entzindungsreaktion,
welche durch eine Infektion mit Bakterien, Viren, Pilzen oder Parasiten ausgeldst

wird.

Das Krankheitsbild der Sepsis stellt, trotz der stetigen Weiterentwicklung in der Me-
dizin, das Gesundheitssystem auf globaler Ebene immer noch vor ein grofldes Prob-
lem. Denn die immer noch hohe Letalitat der Sepsis gefahrdet die Behandlungser-
gebnisse fortgeschrittener Therapieverfahren zahlreicher Fachgebiete (Viszeralchi-
rurgie, Transplantationsmedizin, Hamatologie/Onkologie, Neonatologie) (‘1. Revi-
sion der S 2k Leitlinie: Pravention, Diagnose, Therapie und Nachsorge der Sepsis.

Methodenreport.).

Die Sepsis ist eine der haufigsten Todesursachen bei internistischen und chirurgi-
schen Patienten, welche sich in stationarer Behandlung befinden (Angus et al. 2001;
Moerer et Burchardi 2004). Ungefahr ein Viertel aller intensivstationarer Aufnahmen
entwickelt innerhalb von 24 Stunden eine Sepsis (Padkin et al. 2003). Im Vergleich
mit anderen Erkrankungen gesehen ist die Sepsis kein seltenes Krankheitsbild,
denn die Epidemiologie der schweren Sepsis in Europa und in den Vereinigten Staa-
ten zeigt eine Inzidenz von 51-95 Fallen auf 100.000 Einwohner (‘1. Revision der
S 2k Leitlinie: Pravention, Diagnose, Therapie und Nachsorge der Sepsis. Metho-
denreport.). Die Sepsis ist aber nicht nur eine ,haufige Erkrankung, auch nimmt die
Zahl von Fallen und Todesfallen im Zusammenhang mit dem Krankheitsbild der Sep-
sis zu. So konnte z.B. in einer retrospektiven Studie von Martin et al. (Martin et al.
2003) gezeigt werden, dass, nach Zusammenfassung von Entlassungsdaten statio-
narer Patienten in den Vereinigten Staaten in den Jahren zwischen 1979 bis 2000,
die Sepsisinzidenzrate im Schnitt jahrlich um 13,7% anstieg. Gleichzeitig konnte
zwar ein Sinken der Letalitat von 27,8% auf 17,9% festgestellt werden, aufgrund der
Zunahme der Sepsisinzidenzrate verdreifachte sich aber die Anzahl der Todesfalle
von 43.000 im Jahre 1979 auf 120.000 im Jahre 2000. Das Sinken der Letalitat hat
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man weitgehend auf allgemeine Fortschritte in der Intensivmedizin zurlckgeflhrt,

als auf eine signifikante Verbesserung in der Sepsistherapie (Padkin et al. 2003).

Die Situation in Deutschland ist nicht wesentlich anders. So konnte im Rahmen einer
epidemiologischen Studie, welche vom Kompetenznetzwerk Sepsis (,SepNet-Stu-
die®) (‘1. Revision der S 2k Leitlinie: Pravention, Diagnose, Therapie und Nachsorge
der Sepsis. Methodenreport.) erhoben wurde, festgestellt werden, dass circa
79.000 Einwohner im Jahr (116 von 100.00) an einer Sepsis und 75.000 Einwohner

pro Jahr (110 von 100.000) an einem septischen Schock erkranken.

Damit stellte 2010 die Sepsis mit 154.000 Erkrankten die siebthaufigste Kranken-
hausentlassungsdiagnose unter den lebensbedrohlichen Erkrankungen dar (‘1. Re-
vision der S 2k Leitlinie: Pravention, Diagnose, Therapie und Nachsorge der Sepsis.
Methodenreport.). Septische Erkrankungen in Deutschland sind zudem, nach dem
Myokardinfarkt und vor der Herzinsuffizienz, die dritthaufigste Todesursache (‘1. Re-
vision der S 2k Leitlinie: Pravention, Diagnose, Therapie und Nachsorge der Sepsis.
Methodenreport.). Die Mortalitéat einer Sepsis liegt in Deutschland mit insgesamt
41,2% bei 10 bis 20 Prozent hoher als in Australien (18,5%), USA (23,2%) und Eng-
land (32,1%) (Arzteblatt 2017b).

Auch wird in der aktuellen Studienlage ersichtlich, dass die Sepsis keine Erkrankung
nur alterer und multimorbider Patienten ist (‘1. Revision der S 2k Leitlinie: Praven-
tion, Diagnose, Therapie und Nachsorge der Sepsis. Methodenreport.; Angus et al.
2001). Zwar liegt der Anteil der Uber 60-Jahrigen, die an einer schweren Sepsis er-
krankten, bei ca. 70%. Aber immerhin befinden sich 25% der Sepsispatienten in der
Gruppe der 40-60-Jahrigen (‘1. Revision der S 2k Leitlinie: Pravention, Diagnose,
Therapie und Nachsorge der Sepsis. Methodenreport.; Angus et al. 2001).

An Sepsis zu erkranken setzt nicht zwingend schwere Grunderkrankungen voraus,
denn 76% der Verstorbenen wiesen keinerlei schwere Vorerkrankungen wie die fort-
geschrittene Herzinsuffizienz, Tumorleiden, Leber-, Nieren- oder Lungenerkrankun-

gen oder Immunschwécheerkrankungen auf (Arzteblatt 2017b).
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Das Problem der Sepsis belastet das Gesundheitssystem mit enormen Kosten. In
Deutschland geht man von Gesamtkosten zur Behandlung der schweren Sepsis von
ungefahr 7,7 Milliarden Euro pro Jahr aus (Arzteblatt 2017b).

Annlich sieht es in den Vereinigten Staaten aus. In einer von Angus et al. im Jahr
2001 durchgefuhrten Studie (Angus et al. 2001) betrugen in den USA die gesamten

jahrlichen Behandlungskosten der Sepsis fast 17 Milliarden Dollar.

Insgesamt schneidet Deutschland im internationalen Vergleich aufgrund der hohen
Rate der Sepsissterblichkeit schlecht ab (Arzteblatt 2017b). Abwendbar ware dies,
unter anderem, durch eine verbesserte Durchimpfungsrate (bei der Pravention sind
vor allem die Pneumokokken- und die Grippeschutzimpfung (Arzteblatt 2017a) von
besonderer Relevanz), Eindammung der Krankenhauskeime und vor allem durch
eine bessere Friherkennung und schnellere Behandlung der Sepsis (Arzteblatt
2017b; Lilly 2014). Beispielsweise liegt in den Vereinigten Staaten und in Australien
die absolute Krankenhaussterblichkeit bei schwerer Sepsis um 10-15% niedriger als
in Deutschland und in anderen europaischen Landern, zudem ist dort auch eine
deutlich kurzere Verweildauer bei Sepsis (um circa 10-14 Tage) in der Klinik zu fin-
den (Engel et al. 2007; Lagu et al. 2012; Kaukonen et al. 2014). Diese Zahlen spre-

chen am ehesten fir ein besseres “Sepsis-Management” dieser Lander.

Zudem fuhrten die USA nationale Empfehlungen, entsprechend der Leitlinien der
Surviving Sepsis Campaign, in Form von Sepsisprotokollen in 6ffentlichen und pri-
vaten Kliniken verbindlich ein. Nachfolgend wurde eine deutliche Verminderung der
Sepsissterblichkeit von bis zu 50% beschrieben (Miller et al. 2013). Entsprechende
nationale Empfehlungen zur schnelleren Friherkennung und Pravention von Sepsis
gibt es in Deutschland bislang noch nicht (Arzteblatt 2016b).

Zudem organisiert die amerikanische Gesundheitsbehdrde CDC (Centers for Dise-
ase Control and Prevention) grof3e 6ffentliche Kampagnen, um das Bewusstsein der
Menschen fir eine Sepsis zu sensibilisieren (siehe Abbildung 1 und Abbildung 2).
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GeT AHEN
or SEPSIS

KNOW THE RISKS. SPOT THE SIGNS. ACT FAST.

FOR PATIENTS AND FAMILIES

STAY HEALTHY.

PROTECT YOURSELF

It's time to talk about sepsis. Ask

your doctor or nurse, “How can
| prevent infections?”

FROM SEPSIS.

Take charge of your health. Chronic conditions, such as
diabetes, put you at risk for infections that can lead to a

life-threatening condition called sepsis.

WHAT IS SEPSIS?

Sepsis Is the body’s extreme response to an infection.
It is life-threatening, and without timely treatment,
sepsis can rapidly lead to tissue damage, organ failure,
and death.

Sepsis happens when an infection you already have—
in your skin, lungs, urinary tract or somewhere else—
triggers a chain reaction throughout your body.

AM | AT RISK?

Anyone can get an infection, and almost any Infection
can lead to sepsis. People with chronic conditions such
as diabetes, lung disease, cancer, and kidney disease,
are at higher risk of developing infections that can lead
to sepsis. Sepsis also more commonly occurs in:

* Adults 65 or older

* People with weakened immune systems

e Children younger than one

The most frequently identified germs that cause
infections that can develop into sepsis include
Staphylococcus aureus (staph), Escherichia coli (E. coli),
and some types of Streptococcus.

HOW CAN | GET AHEAD OF SEPSIS?

1. Talk to your doctor or nurse about steps you can
take to prevent infections. Some steps include
taking good care of chronic conditions and getting
recommended vaccines.

2. Practice good hygiene, such as handwashing, and
keeping cuts clean and covered until healed.

3. Know the symptoms of sepsis.

4. ACT FAST. Get medical care IMMEDIATELY if you
suspect sepsis or have an infection that’s not getting
better or is getting worse.

WHAT ARE THE SYMPTOMS?

Symptoms of sepsis can include any one or a combination
of the following:

CONFUSION OR SHORTNESS OF BREATH HIGH HEART RATE
DISORIENTATION

DD T

FEVER, OR SHIVERING, EXTREME PAIN OR CLAMMY OR
OR FEELING VERY COLD DISCOMFORT SWEATY SKIN

Sepsis Is a medical emergency. Time
matters. If you or your loved one suspects
sepsis or has an infection that’s not getting

better or is getting worse, ask your doctor
or nurse, “Could this infection be leading
to sepsis?™”

To learn more about sepsis and how to prevent infections,

Pubivo. 300409

Abbildung 1: Beispiel der &ffentlichen Kampagne des CDC (Centers for Disease Control and Pre-

vention) (CDC 2021).
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It’s timelto talk about:sepsis. Why?

Because any infection - like a wound, pneumonia,
or a urinary tract infection — can lead to sepsis.
Because sepsis is a medical emergency.

If you'or‘a loved one suspects sepsis.or has an infection
that’s not getting better, ask your doctor or nurse;
“Could this infection:be leading to sepsis?”

GET AHEAD
or SEPSIS

KNOW THE RISKS. SPOT THE SIGNS. ACT FAST.

Abbildung 2: Beispiel der ¢ffentlichen Kampagne des CDC (Centers for Disease Control and Pre-
vention) (CDC 2021).
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1.2 Definitionen

Im Zusammenhang mit dieser Thematik ist es wichtig, die verschiedenen Schwere-

grade der Sepsis bzw. Blutstrominfektionen genauer zu definieren.

1.2.1 Bakteriamie

Eine Bakteriamie bezeichnet das Vorkommen von Bakterien in der Blutlaufbahn. Es
gibt drei verschiedene Formen der Bakteriamie: eine transiente, intermittierende und
eine kontinuierliche Form (Reimer, Wilson, et Weinstein 1997; Seifert 2009). Tran-
siente Bakteridmien stehen oft in Zusammenhang mit medizinischen MalRnahmen
diagnostischer oder therapeutischer Art, zum Beispiel eine Koloskopie oder ein
zahnarztlicher Eingriff. Intermittierende Formen kommen haufig in Verbindung mit
Abszessen oder fokalen Infektionen, wie zum Beispiel einer Pneumonie oder einer
Osteomyelitis, vor (Seifert 2009; Mancini et al. 2010). Die haufigste Ursache der
kontinuierlichen Form ist die infektiose Endokarditis (Seifert 2009; Mancini et al.
2010). Eine Bakteriamie muss allerdings nicht zwangslaufig zu einer Sepsis fuhren.
Bei einer guten Abwehrlage kommt es zu keiner Vermehrung der Erreger und die in
die Blutbahn eingeschwemmten Bakterien werden durch das Immunsystem un-
schadlich gemacht. Bei defizitarer Abwehrlage oder hoher Pathogenitat des Erre-
gers (z.B. Staphylococcus aureus) konnen jedoch alle diese drei Formen in eine

Sepsis Ubergehen (Mancini et al. 2010).

1.2.2 SIRS (Systemic Inflammatory Response Syndrome)

Ein SIRS (Abklrzung fur den englischen Begriff ,systemic inflammatory response

syndrome®) bezeichnet eine systemische Entzindungsreaktion des Korpers.

Ein SIRS kann infektios bedingt sein (zum Beispiel durch Bakterien in der Blutbahn)

oder auch durch nicht-infektidse Ursachen ausgel6st sein.

Beispiele fur nicht-infektidse Ursachen eines SIRS sind Verbrennungen, Ischamien,
Traumata, toxische, immunologische und chemische Einflisse (zum Beispiel im

Rahmen einer akuten Pankreatitis).
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Fir die Diagnostizierung eines SIRS mussten (laut der Leitlinien der Deutschen Sep-
sis Gesellschaft vor der neuen Sepsis-Definition 2016), mindestens zwei der folgen-

den Kriterien erfillt worden sein:

1. Eine erhdhte Korpertemperatur von Uber 38°C oder eine erniedrigte Korper-
temperatur von unter 36°C

2. Eine erhdhte Herzfrequenz von Uber 90/min

3. Eine erhdhte Atemfrequenz von Uber 20 Atemzugen/min oder ein arterieller
Kohlendioxidpartialdruck von unter 33 mmHg oder die Notwendigkeit einer
maschinellen Beatmung

4. Erhohte Leukozytenzahlen von tber 12.000/um oder erniedrigte Leukozyten-
zahlen von unter 4.000/pul oder eine Linksverschiebung um 10% im Differen-
tial-Blutbild

(siehe auch Tabelle 1)

SIRS

Hypo- (<36°C) oder Hyperthermie (>38°C)

Tachykardie (<90/min)

Tachypnoe (<20/min) und/oder arterieller pCO2 < 4,3kPa (33 mmHg)
und/oder maschinelle Beatmung

Leukozytose > 12.000/ ul oder Leukopenie < 4.000/ yl und/oder
Linksverschiebung > 10% im Differential-Blutbild

Tabelle 1: Kriterien fir die Diagnose eines “SIRS”

1.2.3 Die Begriffe “Sepsis” und “schwere Sepsis” nach der Definition
vom Jahr 2001

Um nach strengen Kriterien den Begriff der Sepsis anzuwenden, mussten die Krite-
rien eines SIRS erflllt und auRerdem zusatzlich Bakterien in der Blutlaufbahn mittels
Blutkulturen nachgewiesen worden sein. Bei der sogenannten ,schweren Sepsis®
kamen zu den Zeichen der Sepsis noch Dysfunktionen lebenswichtiger Organe
dazu. Von der Deutschen Sepsis Gesellschaft wurden Kriterien flir diese Organdys-

funktionen definiert (siehe Tabelle 2).
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Schwere Sepsis

Akute Enzephalopathie (reduzierte Vigilanz, Unruhe, Desorientiert-
heit, Delir ohne Beeinflussung durch Psychotropika)

Thrombozytopenie (Thrombozyten < 100.000/nl oder Thrombozyten-
abfall > 30% in 24 Std. ohne Blutverlust als Ursache)

Arterielle Hypotension (systolischer arterieller Blutdruck < 90mmHg
oder mittlerer arterieller Blutdruck < 70mmHg Uber mindestens eine
Stunde trotz adaquater Volumenzufuhr bei Abwesenheit anderer
Schockursachen)

Renale Dysfunktion (Urinausscheidung < 0,5ml/kg/Std Gber zumin-
destens eine Stunde trotz ausreichender Volumensubstitution
und/oder Anstieg des Serum-Kreatinins > 2x tiber den Referenzbe-
reich des jeweiligen Labors)

Metabolische Azidose (Basendefizit > 0,5mEq/l oder eine Plasma-
Laktat-Konzentration > 1,5x oberhalb des Referenzbereichs des je-
weiligen Labors

Tabelle 2: Kriterien fir die Diagnose einer schweren Sepsis

1.2.4 Septischer Schock (nach der alten Definition, Jahr 2001)

Nach der Deutschen Sepsis Gesellschaft wurde die Diagnose eines septischen
Schockes gestellt, wenn Bakterien in der Blutlaufbahn nachgewiesen wurden, ein
SIRS festgestellt wurde und gleichzeitig zu den bereits genannten Kriterien eine ar-
terielle Hypotonie trotz adaquater Volumentherapie bestand. Die Hypotonie wurde
definiert als ein bestehender systolischer Blutdruck von unter 90mmHg oder ein mitt-

lerer arterieller Blutdruck von unter 70mmHg flr mindestens zwei Stunden.

Auch wenn der Einsatz von Vasopressoren (Dopamin > 5ug/kg/min bzw. Noradre-
nalin, Adrenalin, Phenylephrin oder Vasopressin in jeder Dosierung) erforderlich
war, um den systolischen Blutdruck tuber 90mmHg oder den arteriellen Mitteldruck
uber 70mmHg zu halten, handelte es sich definitionsgemall um einen septischen
Schock.

1.2.5 Neue Definition

Zum Zeitpunkt der Durchfuhrung der Experimente dieser Arbeit lag die bereits be-
schriebene “alte” Sepsis-Definition zu Grunde. Mittlerweile gibt es eine neue Sepsis-

Definition, welche beinhaltet, dass die Bezeichnung “schwere Sepsis” nicht mehr
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vorhanden ist (Arzteblatt 2016a). Die Sepsis wird nun als eine ,lebensbedrohliche
Organdysfunktion aufgrund einer fehlregulierten Kérperantwort auf eine Infektion®
bezeichnet (Arzteblatt 2016a; ‘RKI - Archiv 2017 - Sepsis — neue Definition, neue
Kontroversen’ s.d.). Anstelle der SIRS-Kriterien, welche sich im Klinikalltag als nicht
hilfreich herausstellten, kommen nun die SOFA-Kriterien (Sequential Organ Failure
Assessment) (siehe Tabelle 3), welche fur die Diagnose entscheidend sind. Die Or-
gandysfunktion kann nun anhand des SOFA-Score identifiziert werden. Die Diag-
nose “Sepsis” wird gestellt, wenn sich der SOFA-Score akut um zwei oder mehr
Punkte verschlechtert hat. Hierbei besteht bereits ein Anstieg der Mortalitat um circa
10 Prozent (Arzteblatt 2016a).

Bei Patienten, welche sich nicht auf der Intensivstation befinden, soll zum Screening
die quick-SOFA (gSOFA) angewendet werden. Die Kriterien enthalten einen Abfall
des systolischen Blutdrucks auf 100 mmHg oder niedriger, eine Bewusstseinsver-
anderung und ein Anstieg der Atemfrequenz auf Uber 22 pro Minute (Arzteblatt
2016a).

Ein septischer Schock ist eine Untergruppe der Sepsis, bei welcher der Kreislauf,
die zellularen und die metabolischen Funktionen schwer beeintrachtigt sind mit er-
heblich gesteigertem Sterberisiko. Die beiden Kriterien hierzu sind, dass, trotz ge-
nugender Flussigkeitszufuhr, mittels Vasopressoren ein mittlerer arterieller Druck
von mindestens 65 mmHg erreicht wird und das Laktat auf mehr als 2 mmol/l an-
steigt (Arzteblatt 2016a).



10

1 Einleitung
Organ | Parameter/ | 0 Punkte 1 Punkt 2 Punkte 3 Punkte 4 Punkte
Einheit
ZNS Glasgow 15 13-14 10-12 6-9 <6
Coma
Scale
Herz/ Hypotonie Mittlerer Mittlerer Dopamin Dopamin >5 | Dopamin >15
Kreis- | Katechol- arterieller arterieller <5 oder oder Adrena- | oder Adrena-
lauf amine Druck Druck Dobutamin | lin 0,1 oder | lin >0,1 oder
pg/kg/min >70mmHg | <70mmHg | (beliebige Noradrenalin | Noradrenalin
Dosis) <0,1 >0,1
Lunge | PaO2/FiO2 | 2400 >400 >300 >200 >100
mmHg mit mit
Beatmung Beatmung
Leber | Bilirubin, <1,2 1,2-1,9 2,0-5,9 6,0-11,9 >12
mg/dI (20) (20-32) (33-101) (102-204) (>204)
(umol/l)
Niere | Kreatinin, <1,2 (<110) | 1,2-1,9 2,0-3,4 3,5-4,9 >5,0
mg/dl (110-170) (171-299) (300-400) (>440) oder
(umol/l) oder Urinaus- | Urinaus-
scheidung scheidung
<500ml/Tag | >200ml/Tag
Hamo- | Thrombo- 2150 <150 <100 <50 <20
stase | zyten, 10%/pl

Tabelle 3: SOFA-Kriterien

1.3 Klinische Anzeichen einer Sepsis

Die klinischen Anzeichen einer Sepsis werden vor allem durch die oben genannten

Kriterien beschrieben. Als weitere klinische Leitsymptome gelten zudem ein schnel-

ler Fieberanstieg, Oligo- oder Anurie, Ubelkeit, Erbrechen, Diarrhoe, Tachykardie,

Tachypnoe und Schuttelfrost. Diese Symptome sind allesamt relativ unspezifisch,

weshalb eine rasche Diagnosestellung und Erregerbestimmung durch Blutkulturen

mit Beginn einer gezielten antibiotischen Therapie vonndten ist, um die fulminanten

Folgen einer Sepsis verhindern zu kdnnen. Wahrend der klinischen Untersuchung

sollte man das Augenmerk auf den Erregerherd legen, z.B. Pneumonie, Harnwegs-

infekt, Meningitis, Hautwunden oder infizierte Katheter.
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1.4 Erregerspektrum

Wahrend in den Jahren 1979 bis 1987 noch gramnegative Bakterien die Haupterre-
ger bei einer Sepsis waren, nahmen in den letzten zwei Jahrzehnten die Erkrankun-
gen durch grampositive Bakterien stetig zu (Martin et al. 2003; Panknin 2013). Im
Jahr 2000 lag der Anteil von Sepsiserkrankungen, verursacht durch grampositive
Erreger, bereits bei 52,1%, wahrend gramnegative Erreger nur noch einen Anteil
von 37,6% hatten.

Auch andere Studien zeigen eine ahnliche Verteilung mit einem Anteil von bis zu
70% im grampositiven Spektrum und einem Anteil von bis zu 30% im gramnegativen
Spektrum (Edmond et al. 1999; Munson et al. 2003; Anderson et al. 2014). In den
letzten Jahren scheint sich das Bild aber wieder zu drehen und gramnegative Erre-
ger sind auf dem Vormarsch. So sind in einer Studie aus dem Jahre 2009 von Vin-
cent et al. (Vincent et al. 2009), bei welcher 1265 Intensivstationen aus 75 Landern
beteiligt waren, bei 62% der Patienten mit positiver Blutkultur, welche an einer
schweren Sepsis erkrankt waren, gramnegative Keime festgestellt worden. In 47%

wurden grampositive Keime und in 19% wurden Pilze nachgewiesen.

Als Haupterreger aus dem grampositiven Spektrum gelten vor allem Staphylococcus
aureus (Panknin 2013; Edmond et al. 1999; Anderson et al. 2014; Vincent et al.
2009), koagulase-negative Staphylokokken (Panknin 2013; Edmond et al. 1999; An-
derson et al. 2014) und Enterokokken (Panknin 2013). Aus dem gramnegativen
Spektrum gilt Escherichia coli als der wichtigste Vertreter (Panknin 2013; Edmond
et al. 1999; Anderson et al. 2014; Vincent et al. 2009). Weitere haufige gramnegative
Erreger sind Klebsiella spp. und Pseudomonas aeruginosa (Martin et al. 2003; An-
derson et al. 2014).

Auch Pilze (z.B. Candida albicans) kdnnen Erreger einer Sepsis sein. Laut einer
Studie von Martin et al. (Martin et al. 2003) stieg in den Vereinigten Staaten die
Anzahl von Neuerkrankungen pilzbedingter Sepsis vom Jahr 1979 mit 5231 Fallen
bis 2000 mit 16042 Fallen um insgesamt 207 %.
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Bei pilzbedingten Sepsiserkrankungen findet sich am haufigsten Candida sp. (Edmond
et al. 1999; Wisplinghoff et al. 2004; Wiersinga et al. 2014). Die pilzbedingte Sepsis
weist eine besonders hohe Mortalitat auf (Martin et al. 2003; Chakrabarti et al. 2015;
Bassetti et al. 2015; Hirano et al. 2018; Gudlaugsson et al. 2003; P.-Y. Chen et al. 2014).

1.5 Blutkulturstatistik des Universitatsklinikums Marburg

Eine im Rahmen dieser Arbeit angefertigte Blutkulturstatistik zeigt die haufigsten Er-
reger in den Jahren 2015 bis 2020 (siehe Tabelle 4).

Staphylococcus epidermidis stellt hierbei, mit nahezu stabiler Anzahl, den haufigsten
Erreger dar. Bei einem Grofteil dieser Falle handelt es sich wahrscheinlich um Kon-
taminationen bei der Abnahme der Blutkultur. Der zweithaufigste Erreger in der Sta-
tistik ist Escherichia coli. Hier sieht man eine deutlich wachsende Tendenz Uber die
Jahre hinweg: 118 Blutkulturen im Jahr 2015 und bereits 189 Blutkulturen im Jahr
2020. An dritter Stelle steht Staphylococcus aureus mit gleichbleibender Haufigkeit.
Die Staphylococcus aureus-Bakteriamie (SAB) wird heutzutage als eigenstandiges

Krankheitsbild mit entsprechenden Leitlinien angesehen (Naber 2009).

Erreger 2015 2016 2017 2018 2019 2020
Staphylococcus epidermidis 274 301 276 270 248 275
Escherichia coli 118 134 152 155 171 189
Staphylococcus aureus 109 116 110 117 124 119
Propionibacterium sp. 46 99 88 60 51 64
Staphylococcus hominis 54 59 51 69 62 73
Staphylococcus capitis 54 57 53 54 64 63
Enterococcus sp. 42 60 62 49 57 86
Klebsiella pneumoniae 34 29 42 35 38 49

Tabelle 4: Blutkulturstatistik des Universitatsklinikums Marburg. Als Zeitraum wurde der 01.01.2015

bis 31.12.2020 ausgewahlt.
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1.6 Bedeutung der Mikrobiologie in der Sepsis-Diagnostik

Blutkulturen stellen immer noch den Goldstandard bei der mikrobiologischen Diag-
nose der Sepsis dar (Mancini et al. 2010). In der Blutkultur- Diagnostik wird aktuell
eine Zeitspanne von 24 bis 72 Stunden bendtigt, um den genauen Erreger zu iden-
tifizieren und das Antibiogramm zu erstellen (‘Bakteriamie und Sepsis’ s.d.; Beek-
mann et al. 2003; Campbell et al. 2003; Pitetti et Choi 2002). Bei anaeroben Erregern
und Pilzen dauert die Identifikation meist sogar noch langer (Vincent et al. 2009).
Identifizierung des Erregers und Antibiogramm sind entscheidend fir die weitere

Einstellung der zielgerichteten Antibiotikatherapie (Dellinger et al. 2013).

Bei schweren Infektionen beginnt man wegen der hohen Mortalitat sofort mit einer
sogenannten ,empirischen® Antibiose, d.h. man versucht mit einem ausgewahlten
Antibiotikum die meisten in Frage kommenden Erreger abzudecken. Zusatzlich
sollte bereits bei klinischem Verdacht auf eine Sepsis die Abnahme von Blutkulturen
(Leibovici et al. 1991; Smith-Elekes et Weinstein 1993) vor dem Beginn der empiri-
schen Antibiotikatherapie durchgefuhrt werden (Campbell et al. 2003; Weinstein et
al. 1994). Falls dies nicht mehr moglich sein sollte, sollte die Abnahme kurz vor der
nachsten Antibiotikagabe erfolgen. Das Patientenblut wird direkt in die Blutkulturfla-
sche injiziert. Es sollten mindestens zwei aerobe und zwei anaerobe Blutkulturfla-
schen (siehe Abbildung 3) angelegt werden. In die Blutkulturflasche sollten 5-10ml
Blut injiziert werden (Leibovici et al. 1998), wobei es laut einer Studie von Weinstein
et al. (Weinstein et al. 1994) von diagnostischem Nutzen ist, die Blutkulturflaschen
maoglichst mit 10ml Patientenblut zu beflllen. Die Blutkulturflaschen mit 10ml Inhalt
wiesen in der Studie ein schnelleres Bakterienwachstum auf und wurden somit fri-
her als positiv gemeldet als die Blutkulturen mit 5ml Blut (Weinstein et al. 1994). Die
Punktion sollte aus einer peripheren Vene erfolgen und aufgrund der Kontaminati-

onsgefahr — wenn mdglich — nicht aus liegenden Venenkathetern.

Die mit Patientenblut beflllten Blutkulturflaschen sollten anschlieliend schnellstmog-
lich zur weiteren Diagnostik ins mikrobiologische Labor transportiert werden (‘Bak-
teridmie und Sepsis’ s.d.). Die Blutkulturflaschen werden dann in einen sogenannten

,Blutkulturautomaten“ (siehe Abbildung 4) eingebracht. In einem solchen Automaten
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werden die Flaschen bebritet und aulerdem kontinuierlich auf bakterielles Wachs-
tum Uberprift. Das Prinzip ist folgendes: Wachsende Erreger produzieren CO2, wel-
ches im Brutschrank mittels absorptionsspektrometrischer Messung kontinuierlich
detektiert wird. Durch diese Standarddiagnostik kann ein Groldteil der Erreger iden-
tifiziert werden. Fehler entstehen dabei vor allem bei polymikrobiellen Blutstromin-
fektionen (Mancini et al. 2009; Peters et al. 2004) und bei Blutkulturen nach Gabe
von Antibiotika (Hugonnet et al. 2004; Lamas et Eykyn 2003; Watkin et al. 2003).
Vom Einbringen der Flasche in das Blutkulturgerat bis zur Positivmeldung durch den
Brutschrank vergehen ungefahr 24 bis 72 Stunden (Beekmann et al. 2003). Wird
eine Blutkulturflasche vom Gerat als positiv erkannt, erfolgt zunachst die Gramfar-
bung, um den behandelnden Arzt sofort einen Hinweis auf den Erreger geben zu
konnen (Pilze oder Bakterien? Grampositive oder gramnegative Keime?). Anschlie-
Rend wird die Kultur der Erreger auf Agarplatten gestartet und eine sogenannte
~Schnellresistenz* angesetzt. Die Ergebnisse der Kultur und der ,Schnellresistenz®
liegen in der Regel am nachsten Tag vor. Angezuchtete Erreger werden dann iden-
tifiziert (Zeitbedarf 1h) und einer ,standardisierten” Resistenzuberprifung zugefuhrt.
Diese ,standardisierte” Resistenz bedarf nochmal einen Tag. Nachdem eine Blutkul-
turflasche positiv gemeldet ist, vergehen also bis zur Identifizierung der Erreger
durch Standarddiagnostik ca. 16 bis 24 Stunden, bis zum Vorliegen der endgultigen

Resistenz zwei Tage.

Die Diagnostik einer positiven Flasche erfordert insgesamt somit einen Zeitbedarf
von 18 bis 48 Stunden (Mancini et al. 2010; J. Wang, Chen, et Li 2012).

Dieser Zeitbedarf von 18 bis 48 Stunden fur die Diagnostik einer positiven Blutkul-
turflasche wird heute als zu lange angesehen. Denn die schnelle und korrekte Anti-
biotikatherapie ist bei der Sepsis der entscheidende Uberlebensfaktor. Zudem ist die
Aufgabe der mikrobiologischen Diagnostik vor allem die, eine nachtragliche Ande-
rung der empirischen Antibiotikatherapie zu ermdglichen und somit zielgerichtet auf
den Erreger einzugehen (Mancini et al. 2010; Dellinger et al. 2013). Diesbezuglich

haben auch diverse Studien gezeigt, dass eine falsche oder zu spate Antibiotika-
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gabe einen grolien Risikofaktor flr schwerkranke Patienten mit infektidsen Erkran-
kungen darstellt (Leibovici et al. 1998; Iregui et al. 2002; Larché et al. 2003; Lodise
et al. 2003; Ibrahim et al. 2000; Kollef et al. 1999).

Unter anderen zeigte eine Studie von Kumar et al. (Kumar et al. 2006), dass eine
rechtzeitige empirische Antibiotikatherapie bei Patienten mit schwerer Sepsis oder
septischem Schock essentiell ist. Bei 2731 ausgewerteten Patientendaten mit sep-
tischem Schock stieg die Mortalitatsrate, bei fehlender adaquater Therapie, in den
ersten 6 Stunden stindlich um 7,6% an. Auch in einer grofl3en retrospektiven Arbeit
von Ferrer et al. (Ferrer et al. 2014) wurden in einem Flunf-Jahres-Zeitraum 28.150
Daten von Patienten mit schwerer Sepsis und septischem Schock von insgesamt
165 Intensivstationen in Europa, den Vereinigten Staaten und Sudamerika ausge-
wertet. Die Arbeit zeigte ebenfalls, dass eine verspatete erste Gabe des Antibioti-
kums bei Patienten mit schwerer Sepsis und septischem Schock mit einer erhdhten
Sterblichkeitsrate korreliert. Signifikant war, dass die Sterblichkeitsrate von Patien-
ten, die in der ersten Stunde ein Antibiotikum erhielten, auf 28,1% gefallen war im
Vergleich zu Patienten, welche erst 6 Stunden nach der Diagnose ein Antibiotikum
erhielten (Sterblichkeitsrate 39,6%). Da nach konventioneller mikrobiologischer Di-
agnostik der oben genannte Zeitbedarf von 18 bis 48 Stunden bis zum vollstandigen
Befund bendtigt wird und je nach Ergebnis die empirisch begonnene Antibiotika-
therapie anschlieRend gegebenenfalls “nachkorrigiert” werden muss, verstreicht viel
Zeit, welche die Mortalitatsrate negativ beeinflussen kénnte. Nimmt man alle Daten
zusammen, spricht vieles daflr, dass eine schnelle und wirksame Antibiose bei der

Sepsis der entscheidende Uberlebensfaktor ist.

Aufgrund dieser Problematik wird in der mikrobiologischen Diagnostik nach Mdglich-
keiten gesucht, um die Zeitspanne zwischen der klinischen Diagnose einer Sepsis

und der adaquaten Antibiotikagabe nach Erregeridentifikation zu reduzieren.

Schnelle Identifizierung des Erregers kann zu einer rechtzeitigen Anpassung der

Therapie fuhren und ist daher wichtig.
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In der vorliegenden Arbeit sollte daher untersucht werden, ob die Identifizierung des
Erregers aus einer positiven Blutkulturflasche schneller als ,Giber Nacht“ zu realisie-
ren ist. Dies sollte mittels direkter Identifizierung der Bakterien/Pilze aus einer positiv
gewordenen Blutkultur durch Massenspektrometrie (MALDI-TOF MS) (siehe Abbil-
dung 5) realisiert werden. Mit dieser Methode hat man zwar noch keine Resistenz-
prufung des Erregers vorliegen, oft kann man jedoch auf Basis des Keimes bereits

ca. 16h friher Voraussagen uber die Wirksamkeit bestimmter Antibiotika machen.

Ein Beispiel hierfur ist eine Infektion mit dem Erreger Pseudomonas aeruginosa.
Dieser reprasentiert den zweithaufigsten Erreger auf Intensivstationen nach aktuel-
ler Datenlage (Trautmann et al. 2006). Eine Infektion mit Pseudomonas aeruginosa
weist eine hohe Morbiditats- und Mortalitatsrate auf (Burgess et Hastings 2000). Zu-
dem stellen die zahlreichen Antibiotikaresistenzen des Erregers eine grol3e klinische
Herausforderung dar (Trautmann et al. 2006). Aufgrund der hohen Morbiditats- und
Mortalitatsrate einer Infektion mit Pseudomonas aeruginosa wird haufig eine antibi-
otische Kombinationstherapie (zum Beispiel Piperacillin/Tazobactam mit Ciprofloxa-
cin) empfohlen (Burgess et Hastings 2000). Bei frihzeitigem Erkennen einer Pseu-
domonas-Infektion aus einer positiven Blutkultur mittels MALDI-TOF MS, kénnte
man zu diesem Zeitpunkt zumindest die empirische Therapie an den vorliegenden

Erreger anpassen, was sich positiv auf die Mortalitatsraten auswirken konnte.
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Abbildung 4: Blutkulturautomat (mit freundlicher Genehmigung von BD Bactec). In einem soge-
nannten “Blutkulturautomat” werden die Blutkulturflaschen bebritet. Bei Positivmeldung (d.h. bei
Bakterienwachstum) leuchtet eine rote Lampe tUber der Flasche auf
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Abbildung 5: MALDI-TOF MS-Messgerat

1.7 MALDI-TOF-Massenspektrometrie

In der mikrobiologischen Diagnostik erfolgt die Erkennung von angezichteten Erre-
gern zunehmend Uber das massenspektrometrische Verfahren MALDI-TOF MS
(matrix assisted laser desorption/ionization time-of-flight mass spectrometry). Das
MALDI-TOF MS ist somit ein wichtiges Instrument bei der Identifizierung von Mikro-

organismen in der Routinediagnostik und bei der taxonomischen Einteilung von Er-
regern.

Das MALDI-TOF MS-Messgerat besteht aus drei Hauptteilen: einer lonenquelle, wo

die lonisierung der zu untersuchenden Probe stattfindet, einem Massenanalysator,

welcher die elektrisch geladenen Molekile nach ihrem Masse/Ladungs-Quotienten

18
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trennt und einem Detektor, welcher das Massenspektrum der zu untersuchenden
Probe aufzeigt. MALDI-TOF MS unterscheidet die verschiedenen Erreger anhand

ihrer vielfaltigen Proteinprofile, die jeweils ein typisches Massenspektrum ergeben.

Zur |dentifizierung angezuchteter Mikroorganismen mittels MALDI-TOF MS existiert
ein standardisiertes Verfahren: Das Zellmaterial einer Bakterienkolonie wird auf eine
kleine Analyseposition (circa 6 Millimeter im Durchmesser) eines MALDI-TOF MS-
Probentragers gebracht, welcher aus Metall (z.B. Stahl) besteht. AnschlieRend wird
diese Probe mit einem Mikroliter einer Matrix (ein Benzoesaurederivat) beschichtet.
Nach erfolgter Ko-Kristallisation der Probe mit der Matrix wird das daraus resultie-
rende Analysematerial dem MALDI-TOF MS eingefuhrt und die Messung kann be-
ginnen (siehe Abbildung 6). Im Hochvakuum des Messgerates wird das Target mit
dem Analysematerial mit einem Laser beschossen, wodurch die Analytmolekule und
die Matrixmolekule desorbiert werden (das heif’t in die Gasphase ubergehen). In der
Gasphase kollidieren die ungeladenen Analytmolekile mit den geladenen Matrixmo-
lekilen, wodurch es in der MALDI-TOF MS-lonenquelle zu einer lonisierung der
Analytmolekule kommt. Nun werden die lonen in einem elektromagnetischen Feld
beschleunigt und fliegen anschlieliend durch ein feldfreies Vakuum-Flugrohr (das
bedeutet, dass im Inneren des Vakuum-Flugrohres weder magnetische noch elek-
trische Felder vorhanden sind). Aufgrund unterschiedlicher Masse der lonen erge-
ben sich unterschiedliche Flugzeiten (,time-of-flight*), welche durch einen Detektor
erfasst werden. Die verschiedenen Massen der Analytmolektile werden schliefl3lich
als Gesamtspektrum dargestellt (siehe Abbildung 7), wobei das Masse/Ladungsver-

haltnis gegen die Signalintensitat aufgetragen wird.

Die gemessenen Spektren werden mit Referenzspektren in der Datenbank des
MALDI-TOF MS-Messgerates abgeglichen. Die jeweiligen Spektren sind fur ein-
zelne Bakterien- und Pilzspezies charakteristisch und stellen als ,molekularer Fin-
gerabdruck® die Grundlage der MALDI-TOF MS-Differenzierung dar (Burak et Gehrt
2010; Wieser et Schubert 2010). Somit ist auch die Qualitat dieser Referenzdaten-
bank entscheidend fir die Identifizierungsraten und fir die Zuverlassigkeit eines sol-
chen Systems (Burak et Gehrt 2010; Wieser et Schubert 2010. Der Abgleich in der

Referenzdatenbank erfolgt ohne Zeitverlust (Jarman et al. 2000; Sauer et al. 2008).
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Somit betragt die Dauer vom Auftragen des Zellmaterials auf den MALDI-TOF MS-
Probentrager bis zum Vorliegen der Resultate nur wenige Minuten (Wieser et Schu-
bert 2010). Die schnelle Vervollstandigung und stetige Weiterentwicklung der Da-
tenbank ist essentiell (J. Wang, Chen, et Li 2012; Djelouadii et al. 2012) fur die Op-
timierung der Diagnostik. Die Vervollstandigung der Datenbank kann sowohl durch
die Hersteller als auch durch die Nutzer selbst durchgefiihrt werden (Wieser et Schu-
bert 2010).

Alle drei bis sechs Monate erfolgen Updates der Datenbank (Lavigne et al. 2013).
Die hier verwendete MALDI-TOF MS Datenbank von Bruker Daltonics wird als sehr
prazise beschrieben (Seng et al. 2009; Harris et al. 2010; Bizzini et al. 2010; Neville
et al. 2011).

Die automatisierte Auswertung der Daten aus dem MALDI-TOF MS ergibt eine
Punktezahl (,Score®), welche Aufschluss Uber die Verlasslichkeit der Ergebnisse gibt
(Wieser et Schubert 2010) (siehe Abbildung 8). Die Bewertung der Ergebnisse des
MALDI-TOF MS erfolgt dann anhand dieses Score-Wertes (nach Bruker Daltonics).

Zu jedem Datenbankeintrag, welcher als Referenzspektrum dient, berechnet die
MALDI-TOF MS Software automatisch einen logarithmischen Score-Wert. Dieser
Score-Wert spiegelt die Spektrenubereinstimmung des getesteten Erregers mit dem
hinterlegten Referenzspektrum wider und ist somit eine Wertung der Ubereinstim-
mung der Spektren. Die Scores werden wie folgt klassifiziert: Ein Score, der zwi-
schen 0,000 und 1,699 liegt, bedeutet, dass die erfolgte Identifikation des Erregers
nicht valide ist. Scores zwischen 1,700 und 1,999 entsprechen einer wahrscheinli-
chen Identifikation des Erregers auf Gattungsebene. Wenn die Zahlenwerte sich
zwischen 2,000 und 2,299 befinden, handelt es sich um eine sichere |dentifikation
auf Gattungsebene und eine wahrscheinliche Identifikation auf Speziesebene
(Schubert et Wieser 2011). Scores zwischen 2,300 und 3,000 entsprechen einer
sehr wahrscheinlichen Identifikation auf Speziesebene (siehe Abbildung 9). Die
Scores stellen eine statistische Abschatzung der Validitat des Ergebnisses dar. Wie
valide ein vorliegendes Ergebnis ist, unterliegt aulerdem noch der Expertise eines

Facharztes fur Medizinische Mikrobiologie.
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Im Routinelabor wird aufgrund der guten Effizienz bereits mit MALDI-TOF MS gear-
beitet. In der Regel erfolgt hier der Einsatz des MALDI-TOF MS zur Identifizierung
bereits auf Platten angezlchteter Erreger. Bendtigt eine konventionelle Keimidenti-
fizierung mittels Uberpriifung von Stoffwechselleistungen (,bunte Reihe*) ca. 16h,
kann mittels MALDI-TOF MS eine Keimidentifizierung in ca. 15 Minuten erreicht wer-

den.

Fir die Messung ist nur eine kleine Menge an bakteriellem Zellmaterial nétig (Schu-
bert et Wieser 2011). Die Vorbereitung der Proben verlauft einfach und zudem kon-
nen groRere Probenmengen auf einmal zur Messung bereitgestellt werden. Alle Vor-
teile zusammengenommen ist das MALDI-TOF MS inzwischen zu einem wichtigen

,Basisgerat” in der mikrobiologischen Diagnostik geworden.

Maldi-TOF MS
Detektor
_: — T ——_——= Massenspektrum
(]
Feldfreies
Vakuumflugrohr
lonen (Driftstrecke)
O
)
Laserstrahl
Elektroden¥ 7]
Beschleunigung
Tragerplatte mit
Matrix-Analyt- ] J
Komplex

Abbildung 6: Prinzip der MALDI-TOF-Massenspektrometrie. Die Analytmolekule und die Matrixmo-
lekile werden durch Laserbeschuss desorbiert und ionisiert, anschlielend durch ein elektromagne-
tisches Feld gejagt und schlief3lich durch ein feldfreies Vakuumrohr, wo durch den Detektor die Flug-
zeiten erfasst und ausgewertet werden.
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Abbildung 7: Gesamtspektrum eines Escherichia coli
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Rank
(Quality) Matched Pattern 5;‘;::
1
(+++) Escherichia coli ATCC 25922 THL 2.375
2
(++) Escherichia coli MB11464 1 CHB 2.243
( _'i_ ) Escherichia coli ATCC 25922 CHB 2.141
( _:'_ ) Escherichia coli DH5alpha BRL 2.109
(+5+) Escherichia coli ESBL_EA RSS 1528T CHB 2.098
( _:_ ) Escherichia coli RV412 Al 2010 06a LBK 2.08
7 Escherichia coli DSM 30083T HAM 2,062
(++)
8 Escherichia coli ATCC 35218 CHB 2.02
(++)
9 Escherichia coli Nissl VML 2016 [
(+)
(10) Escherichia albertii DSM 17582T HAM 1917 \
+

Abbildung 8: “Score-Wert” nach Abgleich mit der Referenzdatenbank. Die Resultate werden nach

dem Abgleich mit der Referenzdatenbank mit einem “Score-Wert” dargestellt.

Meaning of Score Values

Range Description Symbols | Color
2.300 ... 3.000 highly probable species identification (+t++) green
2.000 ... 2.299 secure genus identification, probable species identification (++) green
1.700 ... 1.999 probable genus identification (+) yellow
0.000 ... 1.699 not reliable identification (-) red

Abbildung 9: Klassifizierung der Score-Werte
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1.8 Zielsetzung dieser Arbeit

Ziel dieser Arbeit war es, die mikrobiologische Diagnostik positiver Blutkulturen zu

beschleunigen.

Nachdem eine Blutkultur positiv geworden ist, wird anschlieend uber Nacht eine
Kultur angelegt. Um den angezlchteten Erreger zu identifizieren, wird von den be-
wachsenen Platten am nachsten Tag eine Messung mittels MALDI-TOF MS durch-
gefuhrt. Somit dauert es circa 16 Stunden, bis nach dem Positivwerden einer Blut-

kultur der Erreger feststeht.

Eine sofortige Identifizierung des Erregers nach dem Positivwerden der Blutkultur,

wiurde in klinischen Fallen mit schweren Infektionen wesentlich weiterhelfen.

Die zentrale Aufgabe dieser Arbeit war also herauszufinden, ob es maoglich ist, mit-
tels MALDI-TOF MS die Erreger direkt aus den positiv gemeldeten Blutkulturen zu
identifizieren, um damit in Zukunft bedeutend friher eine adaquate Therapie einlei-
ten zu konnen. Zwar wurde in diesem Falle noch kein Antibiogramm vorliegen, aber
die Art des Erregers erlaubt oft auch schon eine Vorhersage der Wirksamkeit be-
stimmter Antibiotika. Die Fragestellung dieser Arbeit war also: ist es moglich mittels
MALDI-TOF MS direkt aus Blutkulturflaschen, die als positiv gemeldet wurden, in-
nerhalb von einer Stunde den Erreger zu identifizieren? Welche Methode ist daftr
am besten geeignet? Wie hoch ware die Sensitivitdt und Spezifitat einer solchen
Methode?

In der Literatur wurden bereits vereinzelt Methoden beschrieben, es war aber unklar,
welche Methoden mit unseren Bedingungen im Labor unter Routinebedingungen

und verfigbaren Geraten wirklich funktionieren.
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2 Material und Methoden

2.1 Material

2.1.1 Blutkulturen

Im Rahmen dieser Promotionsarbeit wurden insgesamt 206 positive Blutkulturen un-
tersucht, welche aus der Routinediagnostik des Institutes fir Medizinische Mikro-
biologie und Hygiene des Universitatsklinikums Marburg entstammten. Die verwen-
deten positiven Blutkulturen hatten bereits den Weg durch die Standarddiagnostik
durchlaufen, d.h. die Diagnostik war bereits abgeschlossen und die Blutkulturen wur-
den fur die Routinediagnostik nicht mehr weiter bendétigt. Das Projekt wurde ohne
Bezug zu Patientendaten durchgefiihrt. Die Flaschen wurden als ,anonyme“ Fla-
schen verwendet, d.h. nach Entfernung der Patientendaten. Ein spaterer Abgleich
mit den in der konventionellen Diagnostik erzielten Ergebnissen wurde uber einen
Zahlencode erzielt. Des Weiteren handelte es sich um zufallig ausgewahlte Blutkul-
turen von Patienten, welche im Rahmen der Routinediagnostik abgenommen wor-
den waren. Die Untersuchung der Blutkulturflaschen beschrankte sich auf den alter-
nativen Nachweis der in der Blutkultur vorhandenen Bakterien. Weitere Untersu-

chungen in der Blutkulturflasche wurden nicht durchgefuhrt.

2.1.2 Blutkulturmedien und Blutkulturgerat

Die Identifizierung der Erreger mit Hilfe von MALDI-TOF MS erfolgte aus folgenden
Blutkulturflaschen, jeweils fur aerobe und fur anaerobe Keime: BD BACTEC PLUS-
Aerob/F-Medium (Firma Dickinson) und BD BACTEC PLUS-Anaerob/F-Medium
(Firma Dickinson). Mit Hilfe des Blutkultur-Brutschrankes wurden diese Blutkulturfla-
schen in der Regel fir insgesamt 7-9 Tage bei 36°C inkubiert. Im Falle einer positi-
ven Kultur vergingen ca. 24 Stunden bis zur Positivmeldung durch das Blutkulturge-
rat. Eine Positivmeldung ist ein Hinweis auf mogliches Wachstum von Mikroorganis-
men in der Blutkulturflasche. Hierbei leuchtete eine kleine Lampe an der Position
der betreffenden Blutkulturflasche rot auf. Die Blutkulturflasche konnte dann ent-

nommen werden und durchlief, wie bereits erwahnt, zunachst den Weg durch die
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Standarddiagnostik. Anschlielend standen nicht mehr bendétigte Blutkulturflaschen

fur diese Arbeit zur Verfigung.

2.1.3 Plastikutensilien

Produkt

Hersteller

4ml-Vacuette Z Rohrchen

Greiner bio-one

Plastikpipetten

Eppendorf, Hamburg, Deutschland

Eppendorftubes

Safe-lock Tubes 1,5ml
Eppendorf, Hamburg, Deutschland

Einmalspritzen 10ml

B. Braun, Melsungen

Kantlen 1,1x40mm

Drogheda, Ireland

Pipette

Eppendorf, Hamburg

2.1.4 Chemikalien

Produkt

Hersteller

Wasser

Fluka Analytical 11 H20

CAS No. 7732-18-5

EC No. 231-791-2

Sigma-Aldrich, Steinheim, Deutschland

Ethanol

Ethanol absolut, puriss., 1l

Gehalt (GC) min. 99.9 Vol%

CAS No. 64-17-5

EC No. 200-576-6

Sigma-Aldrich, Steinheim, Deutschland

PBS-Puffer

Fa. Biochrom AG, cat: L 182-10

Ameisensaure

Fluka Analytical

CH202

CAS No. 64-18-6

EC No. 200-579-1

Sigma-Aldrich, Steinheim, Deutschland

Acetonitril

Fluka Analytical 250ml

C2H2N

Cas No. 75-05-8

EC No. 2008352

Sigma-Aldrich, Steinheim, Deutschland
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Produkt

Hersteller

Trifluoressigsaure

Trifluoressigsaure 99% (T)

100ml

C2HF302

CAS No. 76-05-1

EC No. 200-929-3

Sigma-Aldrich, Steinheim, Deutschland

Matrix HCCA, portioned
a-Cyano-4-hydroxy-cinnamic acid
Part No. 255344
Lot No. 09255344325002
Bruker Daltonics GmbH, Bremen

Lyse 4.15g NH4CI, 0.84g NaHCO3, 0.186g EDTA,
495ml destilliertes Wasser

2.1.5 Gerate
Produkt Hersteller

Zentrifuge, gro3

Megafuge 1.0
Heraeus instruments
Thermo scientific
Service Nr. 30009970

Eppendorfzentrifuge

Abbott 3531 Micro tube centrifuge

Tischruttler

MS 1 Minishaker IKA 1/min

Blutkultur-Brutschrank

Blutkultursystem Bactec 9240, Becton Dickin-
son, Heidelberg, Deutschland

MALDI target

MSP 96 target

polished steel

microScout Target

Part No. 224989

Bruker Daltonics GmbH, Bremen, Deutschland

MALDI-Messgerat

MALDI Biotyper 2.0, Bruker Daltonics, Bremen,
Deutschland
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2.2 Methoden

2.2.1 Vorgehen bei Blutkulturen und Auswahl der positiven Blutkulturen

Blutkulturen werden zum Beispiel beim Verdacht auf das Vorliegen einer schweren
Infektion abgenommen. Das Blut wird in jeweils zwei bis drei ,Blutkultursets® (ein
,Blutkulturset® beinhaltet eine aerobe und eine anaerobe Blutkulturflasche) gefillt.
Daraufhin erfolgt der Transport der Flaschen ins Labor des Instituts fur Medizinische
Mikrobiologie. Dort werden die Flaschen in das Blutkulturgerat zur Bebrutung und
Uberwachung gestellt. Wenn das Gerét eine positive Blutkulturflasche meldet (Ver-
dacht auf Bakterienwachstum), wird die Blutkulturflasche herausgenommen und im
Rahmen der Routinediagnostik ein Grampraparat und eine Aussaat auf Agarplatten
angefertigt. Dieses Prozedere hatte nichts mit dieser Studie zu tun und fand im Rah-
men der klinischen Diagnostik im Sinne der Erregersuche statt (z.B. unklares Fie-
ber). Die Blutkulturflaschen, die nicht mehr bendtigt wurden, wurden anonymisiert.
Das heil3t, dass Patientendaten entfernt und die Flaschen auf ein Tablett “For-
schung” gestellt wurden. Von dort wurde dann zufallig eine beliebige Menge von
Blutkulturflaschen fur die Versuche entnommen. Dabei wurde darauf geachtet, dass
die Zeitspanne zwischen Beginn des Versuchs und dem Positivwerden der Flasche

im Automaten nicht Gber funf Stunden lag.

In der Regel wurden die Versuche am selben Tag am Abend durchgefihrt. Jede
Flasche verfligt Uber einen Barcode. Diese erlaubte spater einen Abgleich mit den

Ergebnissen der konventionellen Verfahren.

Die Ergebnisse der Identifizierung der Erreger durch Standarddiagnostik galten als

Referenz.

2.2.2 Lyse und Waschen

Bei der herkdbmmlichen Nutzung des MALDI-TOF MS zur Identifizierung angezlich-
teter Bakterien bendtigt man keine speziellen Waschschritte und auch keine aufwen-
digen Extraktionsverfahren. Diese sind aber notwendig, wenn man mittels MALDI-

TOF MS Bakterien direkt in Proben (z.B. Urin oder Blutkulturen) nachweisen will.
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Beim direkten Nachweis von Keimen aus Urin oder aus Blutkulturen kann es immer
wieder zu EinbuRen/bzw. ,Uberlagerungen® aufgrund ,fremder, d.h. nicht-bakteriel-
ler Proteine kommen (Wieser et Schubert 2010). Daher sind bestimmte Wasch-
schritte notwendig, um Zellen, wie zum Beispiel Erythrozyten, zu entfernen. Weiter-

hin ist eine Lyse der bakteriellen Zellen notwendig.

Das Ziel der Lyse ist es, die Zellwand der Erreger ,aufzubrechen®, um die bakteriel-
len Molekule extrahieren zu kdnnen und dadurch die Messung mittels MALDI-TOF
MS zu ermdglichen. Fir die Lyse von Zellen gibt es verschiedene Methoden, me-
chanische (z.B. Ultraschall, Anwendung von hohen Dricken) und chemische (De-
tergenzien, Losungsmittel). In dieser Versuchsreihe wurde flr die “Freilegung” der

bakteriellen Proteine eine chemische Methode verwendet (osmotische Lyse).

2.2.3 Vorbereitung der Proben fiir die MALDI-TOF MS-Analyse

2.2.3.1 Das Standardverfahren

In dieser Arbeit wurde flr die direkte Erregeridentifizierung aus Blutkulturflaschen
das Verfahren nach Stevenson et al. (Stevenson, Drake, et Murray 2010) als “das

Standardverfahren” etabliert.

Zunachst wurden zwei 4ml-Vacuette Z-Rohrchen mit jeweils 4ml Blut aus einer po-
sitiven Blutkulturflasche beflllt. Anschlielend erfolgte eine erste Auftrennung der
Blutbestandteile in der gro3en Zentrifuge mit 3000 Umdrehungen fir insgesamt zwei

Minuten.

Hiernach wurde jeweils 3,5ml der Uberstehenden Flussigkeit aus den 4ml-Vacuette
Z-Rohrchen abpipettiert und verworfen. Der restliche Inhalt wurde mit einer Pasteur-
Pipette resuspendiert und der Inhalt beider Rohrchen wurde in ein gemeinsames

Mikroreaktionsgefal’ Ubertragen.

Um noch die Ubrigen roten Blutkdrperchen abzutrennen wurde die Probe bei 1600

Umdrehungen fur eine Minute zentrifugiert. Nach Auswaschen der roten Blutkorper-
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chen, welche als Sediment zu sehen waren, wurde der Uberstand in ein neues Re-
aktionsgefaly Ubertragen, die Probe mit dem Sediment wurde verworfen. Dieses

wurde nochmals bei 13000 Umdrehungen fur insgesamt zwei Minuten zentrifugiert.

Nach erfolgter Zentrifugation erhielt man am Boden des Mikroreaktionsgefal3es ein
Zell-Pellet. Der Uberstand wurde, bis auf das Pellet, abpipettiert und verworfen. An-
schliefend wurde das Zell-Pellet in 1ml Lysefllssigkeit geldst und fur zehn Minuten
bei 35°C inkubiert. Hiernach wurde die Probe nochmals bei 13000 Umdrehungen in

der Epifuge fur eine Minute zentrifugiert.

Der Uberstand wurde verworfen und das Pellet mit 1ml PBS-Puffer gewaschen, an-
schlieRend lber eine Minute bei 13000 Umdrehungen zentrifugiert und der Uber-
stand wieder verworfen. Das Pellet wurde anschliel3end mit 1ml 70%igem Ethanol
geldst, fur zwei Minuten bei 13000 Umdrehungen zentrifugiert und das Uberste-
hende Ethanol wurde bis auf das Pellet verworfen. Das Mikroreaktionsgefal® wurde
fur circa finf Minuten bei offenem Deckel stehen gelassen, damit sich das Ethanol

vollstandig verflichtigt.

Als nachster Schritt erfolgte nun die Extraktion der Bakterien fur die MALDI-TOF
MS-Analyse. Um die Bakterienproteine in Losung zu bringen, wurde das Pellet zu-
nachst mit 50ul 70%iger Ameisensaure resuspendiert. AnschlieRend wurde 50pl
Acetonitril hinzugefugt. Die Probe wurde auf dem Tischruttler fir insgesamt eine Mi-
nute gut durchgemischt. Zuletzt wurde diese bei 13000 Umdrehungen fur zwei Mi-
nuten in einer Epifuge zentrifugiert. Der Uberstand wurde schlieBlich in ein neues
Reaktionsgefal} tbertragen. Diese Probe wurde letztendlich fir die MALDI-TOF MS-

Analyse verwendet.

2.2.3.2 Alternative Verfahren

Da das Standardverfahren aufwandig ist und einige Zeit in Anspruch nimmt (circa
1,5 Stunden), wurde untersucht, ob auch einzelne Schritte des Standardverfahrens

entfernt werden konnen, um ein schnelleres Verfahren zu etablieren.
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2.2.3.2.1 Verfahren ohne Ethanol

Die Schritte wahrend der Vorbereitung der Proben waren genau die gleichen wie im
Standardverfahren. AusschlieBlich die Applikation von 70%igem Ethanol, wurde
weggelassen. Die weiteren Schritte folgten identisch zu den Schritten aus dem Stan-
dardverfahren, aufRer dass 100%ige Ameisensaure anstatt 70%ige verwendet

wurde.

2.2.3.2.2 Verfahren mit Lyse und Inkubation

Hier wurde zunachst 1ml Blut aus einer positiv gemeldeten Blutkultur in ein Eppen-
dorfgefal® gefullt und 1ml Lyseflussigkeit hinzugegeben. Der gesamte Inhalt wurde
nun sorgfaltig resuspendiert und anschlie3end flr zehn Minuten bei 35°C inkubiert.
Im Anschluss wurde die Probe fir eine Minute bei 13.000 Umdrehungen zentrifu-
giert. Nach der Zentrifugation wurde am Boden des Eppendorfgefalles ein Zell-Pel-

let sichtbar. Der Uberstand wurde, bis auf das Pellet, abpipettiert und verworfen.

Das Zell-Pellet wurde schlieBlich fur die Analyse mittels MALDI-TOF MS genutzt. Da
dieses Zell-Pellet eine festere Konsistenz aufwies (anders als im Standardverfahren
und im alternativen Verfahren unter Punkt 2.2.2.3.1.) wurde das Zellmaterial mit ei-
nem Holzstabchen, anstatt mit einer Pipette, auf den MALDI-TOF MS- Probentrager
aufgetragen. Nach dem Trocknen wurde die Probe mit 1ul Bruker Matrix HCCA (al-

pha-Cyano-4-hydroxyzimtsaure) Uberschichtet.

Nach der Ko-Kristallisierung des Analytmaterials mit der Matrix erfolgte schlielich
die Messung mittels MALDI-TOF MS.

2.2.3.3 Vorbereitung der Matrix und Bearbeitung der MALDI-TOF MS Platte
Diesen letzten Schritt haben alle geschilderten Verfahren gemeinsam.

Es wurde 1pul aus der Probe (bzw. Auftragen des Zellmaterials mit einem Holzstab-
chen, siehe Punkt 2.2.3.2.2.) auf eine Analyseposition der MALDI-TOF MS-Metall-
platte aufgetragen. Nach dem Trocknen der Probe wurde zusatzlich 1ul der Bruker
Matrix HCCA uberschichtet. Diese Matrix bestand aus a-Cyano-4-hydroxyzimtsaure
(HCCA). Nach erfolgter Ko-Kristallisierung der Erregerprobe mit der Matrix erfolgte
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schliel3lich die Messanalyse mittels MALDI-TOF MS. Die Ergebnisse wurden den

Protokollen entnommen und festgehalten.

2.3 Blutkulturstatistik des Universitatsklinikums Marburg

Die Blutkulturstatistik wurde mit dem Programm Hybase V.6.2020.04.27 erstellt.
Diese Software erhalt alle mikrobiologischen Daten von dem Laborinformationssys-
tem ,Swisslab“ mittels einer Schnittstelle. Es wurde das Hybase Statistik Modul ver-
wendet. Pro Patient wurde nur ein Ergebnis gewertet. Als Zeitraum wurde
01.01.2015 bis 31.12.2020 ausgewahlt.
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3 Ergebnisse

Ziel dieser Arbeit war es, die Anwendbarkeit von MALDI-TOF MS als eine schnelle

Methode flr die Keimidentifizierung aus positiven Blutkulturen zu Gberprifen.

Dazu wurde ein Standardverfahren und zwei Alternativverfahren untersucht und mit
den Ergebnissen der konventionellen mikrobiologischen Diagnostik (Goldstandard)

verglichen.
Fragestellung dieser Arbeit war:

1. Wie schneidet das neue Verfahren mittels MALDI-TOF MS direkt Erreger aus
Blutkulturflaschen zu identifizieren im Vergleich zu konventionellen Erreger-
anzucht ab? (Sensitivitat, Spezifitat)

2. Welche Schritte des bereits beschriebenen Verfahrens sind unter Routinebe-

dingungen wirklich notwendig?

3.1 Erlauterungen

Far alle Experimente galten folgende Festlegungen:

Als Kriterien fur die Interpretation und Auswertung wurde der sogenannte “Score-
Wert” verwendet. Dieser Wert wird von der Software des MALDI-TOF MS beim Ab-
gleich von Spektren mit der Datenbank generiert. Er gibt an, wie hoch eine Uberein-
stimmung zwischen Testspektrum und den Spektren in der Datenbank ist. Dabei

gelten laut Herstellerangabe folgende Spezifikationen:

Bei einem Score-Wert von >1,9 ist die Erkennung des Erregers auf Speziesebene
akzeptiert. Ein Score-Wert zwischen 1,7 und 1,9 gilt als Identifikation des Erregers
auf Gattungsebene. Ein Zahlenwert von unter 1,7 wird als nicht-signifikantes Ergeb-
nis definiert, wonach keine zuverlassige ldentifizierung mdglich ist und demnach

auch keine Aussage Uber den Erreger zu treffen ist.
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3.2 Alternativverfahren

Im Rahmen dieser Arbeit wurde zunachst versucht, das Standardverfahren nach
Stevenson et al. (Stevenson, Drake, et Murray 2010) abzuwandeln. Hierbei sollte
untersucht werden, ob es Schritte gibt, die in der Routinediagnostik entbehrlich sind,

so dass Zeit und Arbeit eingespart werden kann.

3.2.1 Verfahren ohne Ethanol

Die Zugabe von Ethanol im Standardverfahren bewirkt eine Denaturierung von Pro-
teinen und fiuhrt zur Fallung der fur die Identifizierung mittels MALDI-TOF MS not-
wendigen bakteriellen Proteine. Der Ethanolschritt erfordert die komplette Verdamp-
fung des Ethanols, was einige Zeit kostet. Daher wurde untersucht, ob dieser Schritt
fur die Analyse entbehrlich ist. In der Versuchsreihe ohne Verwendung von Ethanol

wurden insgesamt zwolf Proben untersucht.

3.2.1.1 Ergebnisse aus dem Verfahren ohne Ethanol

Zehn von zwolf Proben zeigten Scorewerte von unter 1,7 und waren daher nicht
aussagekraftig. Funf der zehn Proben enthielten den Erreger Escherichia coli. Wie
spater gezeigt wird, kann Escherichia coli sehr gut mittels MALDI-TOF MS (im so-
genannten Standardverfahren) in Blutkulturflaschen identifiziert werden. Allerdings
konnte in diesem Verfahren ohne Ethanol in keiner Probe Escherichia coli detektiert
werden, nicht mal auf Gattungsebene. Nur zwei Proben konnten auf Speziesebene
richtig erkannt werden. Dabei handelte es sich um die Keime Staphylococcus hae-

molyticus und Proteus mirabilis (siehe Tabelle 5).
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Kultur MALDI-TOF MS
Ergebnis Anzahl der | Korrekt auf Korrekt auf Negatives Ergebnis
Goldstandard Proben Gattungsebene | Speziesebene oder anderer Erreger
Candida krusei 2 2
Candida lusitaniae 1 1
Citrobacter koseri 1 1
Escherichia coli 5 5
Proteus mirabilis 1 1
Staphylococcus 1 y
capitis
Staphylococcus

X 1 1
haemolyticus
Total 12 0 2 10

(100%) (0%) (16,7%) (83,3%)

Tabelle 5: Ergebnisse “Verfahren ohne Ethanol”. Im Verfahren ohne Ethanol konnten lediglich zwei
der zwolf Proben auf Speziesebene richtig erkannt wurden. Zehn Proben zeigten ein negatives Er-
gebnis. Weitere Anmerkungen: “Korrekt auf Gattungsebene bzw. Speziesebene” bedeutet die Uber-
einstimmung des MALDI-TOF MS-Ergebnisses mit den Ergebnissen aus dem Goldstandard. “Nega-
tives Ergebnis oder anderer Erreger” bedeutet ein Scorewert unter 1,7 oder ein abweichender Erreger
bei der MALDI-TOF MS-Messung mit dem Standardverfahren.

3.2.1.2 Zusammenfassung: Verfahren ohne Ethanol

In zehn von zwdlf Fallen erfolgte also kein Erregernachweis mittels MALDI-TOF MS
(falsch-negativ). Zwei Proben (Staphylococcus heamolyticus und Proteus mirabilis)
wurden auf Speziesebene richtig identifiziert. Falsch-positive Ergebnisse gab es
keine. Diesen Ergebnissen zufolge, kann man sagen, dass dieses Verfahren zur

direkten ldentifizierung von Erregern aus Blutkulturen ungeeignet ist.

3.2.2 Verfahren nur mit Lyse

Bei diesem Verfahren wurden die gesamten Auftrennungsverfahren der Blutbestand-
teile mittels Zentrifugation und die anschlieffende Extraktion und Waschung der Pro-
ben mit Ethanol, Ameisensaure und Acetonitril weggelassen. Hier wurde lediglich so-
fort zur Blutprobe der Lysepuffer hinzugefligt. AnschlieRend erfolgte eine kurze Inku-

bation der Probe, Zentrifugation und Messung. Es wurde geprift, ob allein hiermit die
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Auftrennung der Blutbestandteile insofern gelingt, dass die Erreger mittels MALDI-

TOF MS erkannt werden, womit man einen erheblichen Zeitgewinn erreichen wirde.

3.2.2.1 Ergebnisse aus dem Alternativverfahren nur mit Lyse

Es wurden insgesamt 33 Proben untersucht. Insgesamt konnten acht Erreger auf
Speziesebene richtig erkannt werden. Bei finf der acht richtig identifizierten Erreger
handelte es sich um Escherichia coli. Ansonsten konnte Citrobacter koseri, Proteus
mirabilis und Staphylococcus haemolyticus jeweils auf Speziesebene korrekt er-

kannt werden.

Weitere funf Proben konnten auf Gattungsebene erkannt werden. Hierbei war eben-
falls der Erreger Escherichia coli zweimal vertreten, zweimal Staphylococcus epider-

midis und einmal Staphylococcus capitis (siehe Tabelle 6).

Insgesamt konnten jedoch in 20 von 33 Proben kein Erreger nachgewiesen werden.
Aus diesen Ergebnissen wird ersichtlich, dass alleinige Lyse der zellularen Bestand-
teile in einer Blutkulturflasche nicht zu gut auswertbaren Spektren im MALDI-TOF
MS fahrt. Eine Ausnahme hiervon konnten die Enterobakterien (z.B. Escherichia
coli) sein, denn diese wurden gut identifiziert. Allerdings ist die Anzahl der Proben

mit Enterobakterien (n= 9) zu klein, um eine sichere Aussage zu treffen.

Kultur MALDI-TOF MS
Ergebnis Anzahl der | Korrekt auf Korrekt auf Negatives Ergebnis
Goldstandard Proben Gattungsebene | Speziesebene oder anderer Erreger
Candida glabrata 1 1
Candida krusei 2 2
Candida lusitaniae 1 1
Citrobacter koseri 1 1
Enterococcus

. 1 1
faecium
Escherichia coli 7 2 5
Pseudomonas 3 3
aeruginosa
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Kultur MALDI-TOF MS

Ergebnis Anzahl der | Korrekt auf Korrekt auf Negatives Ergebnis
Goldstandard Proben Gattungsebene | Speziesebene oder anderer Erreger

Proteus
mirabilis

Staphylococcus
aureus

Staphylococcus
capitis

Staphylococcus
epidermidis

Staphylococcus
haemolyticus

Streptococcus
dysgalactiae

33 5 8 20

Total (100%) (15,15%) (24,24%) (60,61%)

Tabelle 6: Ergebnisse “Verfahren mit Lyse und Inkubation”. Das Verfahren nur mit Lyse zeigt, dass
in 20 von 33 untersuchten Proben kein Erreger identifiziert werden konnte. Alle vorhandenen Proben
mit Escherichia coli konnten jedoch richtig erkannt werden. “Korrekt auf Gattungsebene bzw. Spe-
ziesebene” bedeutet die Ubereinstimmung des MALDI-TOF MS-Ergebnisses mit den Ergebnissen
aus dem Goldstandard. “Negatives Ergebnis oder anderer Erreger” bedeutet ein Scorewert unter 1,7

oder ein abweichender Erreger bei der MALDI-TOF MS-Messung mit dem Standardverfahren.

3.2.2.2 Zusammenfassung: Verfahren nur mit Lyse

Zusammenfassend wurden insgesamt 33 Proben untersucht, welche beim Gold-
standard positiv waren. Von diesen 33 Erregern konnten mit dieser Methode nur
13 Erreger gefunden werden. Demnach konnte bei 20 Blutkulturflaschen mit der Me-
thode nur mit Lyse kein Ergebnis erzielt werden (falsch-negativ). Falsch-positive Er-

gebnisse ergaben sich keine. Die Sensitivitat dieser Methode ist also viel zu gering.

3.2.3 Das Standardverfahren

Nachdem mit den verkirzten Verfahren keine Uberzeugenden Ergebnisse erzielt
werden konnten, wurde der Schwerpunkt auf das Verfahren nach Stevenson et al.
(Stevenson, Drake, et Murray 2010) gelegt, welches hier als das ,Standardverfah-

ren“ bezeichnet wird.



3 Ergebnisse 38

Bei genanntem Standardverfahren verlief die direkte ldentifizierung von Erregern
aus positiven Blutkulturen in mehreren Schritten. Zunachst erfolgte eine Reihe von
ein- bis zweiminutigen Zentrifugationsschritten. Anschliefend erfolgten mehrere
Waschschritte mittels Lyse, PBS-Puffer und Ethanol. Diese Schritte sind nétig, um
die roten Blutkdrperchen und “nicht-bakteriellen” Proteine aus den Blutkulturen zu

entfernen, da diese bei der Messung mit dem Massenspektrometer stéren kdnnen.

Mit dem Standardverfahren wurden insgesamt 161 positiv gemeldete Blutkulturflaschen
untersucht. Hiervon waren 151 Proben im Goldstandard (Kultur) positiv. Von diesen
151 positiven Ergebnissen konnten mittels MALDI-TOF MS Technologie 111 Proben

auf Spezies- bzw. auf Gattungsebene richtig erkannt werden.

Zur besseren Ubersicht wurden hierbei die Ergebnistabellen aufgeteilt in Enterobak-
teriazeen, sonstige gramnegative Erreger, grampositive Erreger und Pilze. Eine
Ubersichtstabelle (siehe Tabelle 7) zeigt zusammenfassend die Anzahl der jeweili-

gen mit dem Goldstandard (Kultur) identifizierten Erreger.

Gesamt 161
Enterobakteriazeen 51
Sonstige gramnegative Bakterien 4

Grampositive Bakterien 84
Pilze 12
Negatives Ergebnis in der Kultur 10

Tabelle 7: Ubersicht Uber die kulturellen Ergebnisse der in der Studie eingesetzten Blutkulturfla-
schen

3.2.3.1 Ergebnisse des Standardverfahrens, Enterobakteriazeen

In 51 Proben der 161 Flaschen konnten mit dem Goldstandard (kulturelle Anzucht)

Enterobakteriazeen in den Blutkulturflaschen nachgewiesen werden.

Der haufigste Erreger bei den Enterobakteriazeen mit 22 Proben war Escherichia
coli. Alle 22 Escherichia coli wiesen sehr gute Scorewerte auf und konnten auf Spe-
ziesebene mittels MALDI-TOF MS im Standardverfahren erkannt werden (siehe Ta-
belle 8).
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In weiteren 27 Proben konnten die Erreger Citrobacter koseri, Enterobacter aeroge-
nes, Enterobacter cloacae, Klebsiella oxytoca, Klebsiella pneumoniae, Morganella
morganii, Proteus mirabilis, Salmonella sp. und Serratia marcescens ebenfalls auf
Speziesebene richtig identifiziert werden. Eine vorhandene Probe mit Citrobacter
freundii wurde auf Gattungsebene korrekt erkannt. Zwei Proben mit dem Erreger
Enterobacter aerogenes, konnten mittels MALDI-TOF MS nicht ermittelt werden
(siehe Tabelle 8).

Kultur MALDI-TOF MS
Ergebnis Anzahl der | Korrekt auf Korrekt auf Negatives Ergebnis
Goldstandard Proben Gattungsebene | Speziesebene oder anderer Erreger
(Kultur)
Citrobacter freundii 1 1
Citrobacter koseri 1 1
Enterobacter 3 y 2
aerogenes
Enterobacter 4 1
cloacae
Escherichia coli 22 22
Klebsiella oxytoca 3 3
Klebsiella_ 8 8
pneumoniae
Morganella morganii 1 1
Proteus mirabilis 5 5
Salmonella sp. 4 4
Serratia marcescens 2 2
Total 51 1 48 2
(100%) (1,96%) (94,12%) (3,92%)

Tabelle 8: Ergebnisse des “Standardverfahrens”, Enterobakteriazeen. Beim Standardverfahren
konnten 48 von 51 Enterobakteriazeen auf Speziesebene richtig erkannt werden. “Anzahl der Pro-
ben” bedeutet die Anzahl der Proben mit dem entsprechenden Ergebnis im Goldstandard (Kultur).
“Korrekt auf Gattungsebene bzw. Speziesebene” bedeutet die Ubereinstimmung des MALDI-TOF
MS-Ergebnisses mit den Ergebnissen aus dem Goldstandard. “Negatives Ergebnis oder anderer Er-
reger’ bedeutet ein Scorewert unter 1,7 oder ein abweichender Erreger bei der MALDI-TOF MS-
Messung mit dem Standardverfahren.
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3.2.3.2 Ergebnisse des Standardverfahrens, sonstige gramnegative Erreger

Weitere vier Proben wiesen gramnegative Erreger auf, die nicht zu den Enterobak-
teriazeen gehoren. Zwei dieser Proben konnten hier auf Speziesebene (Acinetobac-
ter baumanii und Pseudomonas aeruginosa) korrekt erkannt werde (siehe Ta-
belle 9).

Zwei Proben mit dem Erreger Acinetobacter baumanii beziehungsweise Acinetobac-
ter noingii konnten mittels MALDI-TOF MS nicht identifiziert werden. Moglicherweise
sind diese Erreger also nicht sicher mittels MALDI-TOF MS zu identifizieren, aber

die Zahl der Blutkulturflaschen ist natlrlich zu klein, um eine Aussage zu treffen.

Kultur MALDI-TOF MS
Ergebnis Gold- Anzahl der | Korrekt auf Korrekt auf Negatives Ergebnis
standard Proben Gattungsebene | Speziesebene oder anderer Erreger

Acinetobacter
baumanii

Acinetobacter

noingii

Pseudomonas 1 y

aeruginosa

Total 4 0 2 2
(100%) (0%) (50%) (50%)

Tabelle 9: Ergebnisse des “Standardverfahrens”, sonstige gramnegative Erreger. Beim Standard-
verfahren konnten insgesamt 2 von 4 weiteren gramnegativen Keimen richtig erkannt werden. “An-
zahl der Proben” bedeutet die Anzahl der Proben mit dem entsprechenden Ergebnis im Goldstandard
(Kultur). “Korrekt auf Gattungsebene bzw. Speziesebene” bedeutet die Ubereinstimmung des
MALDI-TOF MS-Ergebnisses mit den Ergebnissen aus dem Goldstandard. “Negatives Ergebnis oder
anderer Erreger” bedeutet ein Scorewert unter 1,7 oder ein abweichender Erreger bei der MALDI-
TOF MS-Messung mit dem Standardverfahren.

3.2.3.3 Ergebnisse des Standardverfahrens, grampositive Erreger

Im Referenzverfahren (Kultur) konnten 84 grampositive Erreger nachgewiesen wer-
den. Von diesen 84 Erregern, konnten mittels MALDI-TOF MS 59 direkt aus der

Flasche nachgewiesen werden.

Staphylokokken kamen am haufigsten vor (51 Proben). Hiervon konnten 37 mittels
direkter MALDI-TOF MS korrekt bestimmt werden, die meisten (29 Staphylokokken)
sogar auf der Speziesebene (siehe Tabelle 10).
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12 von 14 Proben mit Enterokokken konnten ebenfalls richtig mittels MALDI-TOF

MS erkannt werden, ebenfalls grofitenteils auf der Speziesebene.

Bei zehn weiteren Proben handelte es sich um Streptokokken, vor allem Streptococ-
cus pneumoniae. Von den sieben Pneumokokken konnten zwei auf Speziesebene,

zwei auf Gattungsebene und drei nicht identifiziert werden.

Zwei von zwei Proben ergaben den richtigen Erreger Listeria monocytogenes auf
Speziesebene. Hier wurde auch bereits wahrend der Routinediagnostik bei der Mik-

roskopie ein entsprechender Verdacht gedufRert und der Klinik mitgeteilt.

Die in der Routinediagnostik diagnostizierten grampositiven Erreger Actinomyces
sp., Corynebacterium minutissimum, Kocuria rhizophila und Propionibacterium
acnes ergaben jeweils kein aussagekraftiges Ergebnis beim Standardverfahren mit-
tels MALDI-TOF MS. (siehe Tabelle 10)

Kultur MALDI-TOF MS

Ergebnis Anzahl der | Korrekt auf Korrekt auf Negatives Ergebnis
Goldstandard Proben Gattungsebene | Speziesebene oder anderer Erreger
Actinomyces sp. 1 1
Corynebacterium 1 1
minutissimum

Ente_rococcus 10 9 y

faecium

Enterqcoccus 4 2 1 1

faecalis

Kocuria rhizophila 1 1

Listeria 2 5

monocytogenes

Micrococcus luteus 1 1

Propionibacterium 3 3

acnes

Staphylococcus 11 3 5 3

aureus

Staphylococcus 30 5 18 7
epidermidis
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Kultur MALDI-TOF MS
Ergebnis Anzahl der | Korrekt auf Korrekt auf Negatives Ergebnis
Goldstandard Proben Gattungsebene | Speziesebene oder anderer Erreger
Staphylococcus

X 2 1 1
haemolyticus
Stap.hylococcus 4 4
hominis
Staphylococcus 2 y y

lundungensis

Staphylococcus
X 2 2
saccharolyticus
Streptococcus , y
agalactiae
Streptococcus
1 1
constellatus
Streptococcus
. 1 1
dysgalactiae
Streptoco_ccus 7 2 > 3
pneumoniae
Total 84 14 45 25
(100%) (16,67%) (53,57%) (29,76%)

Tabelle 10: Ergebnisse des “Standardverfahrens”, grampositive Erreger. Von insgesamt 84 gram-
positiven Erregern konnten beim Standardverfahren 59 auf Spezies- bzw. auf Gattungsebene richtig
identifiziert werden. “Anzahl der Proben” bedeutet die Anzahl der Proben mit dem entsprechenden
Ergebnis im Goldstandard (Kultur). “Korrekt auf Gattungsebene bzw. Speziesebene” bedeutet die
Ubereinstimmung des MALDI-TOF MS-Ergebnisses mit den Ergebnissen aus dem Goldstandard.
“Negatives Ergebnis oder anderer Erreger” bedeutet ein Scorewert unter 1,7 oder ein abweichender
Erreger bei der MALDI-TOF MS-Messung mit dem Standardverfahren.

3.2.3.4 Ergebnisse des Standardverfahrens, Pilze

Bei insgesamt 12 Proben konnten in der Routinediagnostik mittels kultureller Tech-
niken Pilze identifiziert werden. Bei dem Standardverfahren mittels MALDI-TOF MS
konnte hier lediglich ein einziges aussagekraftiges Ergebnis auf Speziesebene
(Candida tropicalis) erzielt werden. Bei 11 Proben konnte mittels MALDI-TOF MS

kein Erreger identifiziert werden (siehe Tabelle 11).
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Kultur MALDI-TOF MS
Ergebnis Anzahl der | Korrekt auf Korrekt auf Negatives Ergebnis
Goldstandard Proben Gattungsebene | Speziesebene oder anderer Erreger
Candida albicans 1 1
Candida glabrata 6 6
Candida lusitaniae 1 1
Candida tropicalis 4 1 3
Total 12 0 1 11
(100%) (0%) (8,3%) (91,7%)

Tabelle 11: Ergebnisse des “Standardverfahrens”, Pilze. Beim Standardverfahren konnte von 12 Pil-
zen nur einer (Candida tropicalis) richtig erkannt werden. “Anzahl der Proben” bedeutet die Anzahl
der Proben mit dem entsprechenden Ergebnis im Goldstandard (Kultur). “Korrekt auf Gattungsebene
bzw. Speziesebene” bedeutet die Ubereinstimmung des MALDI-TOF MS-Ergebnisses mit den Er-
gebnissen aus dem Goldstandard. “Negatives Ergebnis oder anderer Erreger” bedeutet ein Score-
wert unter 1,7 oder ein abweichender Erreger bei der MALDI-TOF MS-Messung mit dem Standard-
verfahren.

3.2.3.5 Standardverfahren, weitere Ergebnisse

In drei von zehn weiteren Blutkulturen konnten nur mittels MALDI-TOF MS, nicht
aber im konventionellen Verfahren, Bakterien nachgewiesen werden. Es handelt
sich dabei um die Erreger Aromatoleum terpenicum, Propionobacterium acnes und
Atopobium vaginae. Die Scorewerte dieser Erreger lagen jedoch unterhalb von 1,7,
so dass eine sichere Aussage uUber das Vorhandensein dieser Bakterien nicht zu

treffen war.

Die sieben Ubrigen Proben ergaben bei MALDI-TOF MS keinen Keimnachweis (“no

peaks”), was auch bei der Routinediagnostik bestatigt werden konnte.

3.3 Anmerkungen/ Besonderheiten beim Standardverfahren

Zwei Proben mit einem Score von Uber 1,9 ergaben ein falsch-positives Ergebnis.
Das Ergebnis bei der Routinediagnostik ergab zwei Mal einen Enterobacter aeroge-

nes. MALDI TOF MS wies jedoch in beiden Fallen Klebsiella pneumoniae auf.

Des Weiteren anzumerken ist, dass drei Proben, welche in der Routinediagnostik

(Goldstandard bzw. Kultur) einen Streptococcus pneumoniae ergaben, bei direkter
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Messung mittels MALDI-TOF MS den gleichen Erreger ergaben, jedoch einen Score

von unter 1,7 aufwiesen und demzufolge nicht valide sind.

3.4 Sensitivitat und Spezifitat des Standardverfahrens

In der Versuchsreihe wurden insgesamt 161 Blutkulturflaschen untersucht. Von die-
sen untersuchten 161 Flaschen waren 151 im Goldstandard (Kultur) positiv. Davon
konnten 111 Blutkulturflaschen mittels MALDI-TOF MS Technologie auf Spezies-
bzw. auf Gattungssebene richtig identifiziert werden. In 40 Fallen gelang der Erreger-
nachweis nicht, obwohl kulturell ein Erreger nachgewiesen wurde. In zwei Fallen war
die Identifizierung des Erregers mittels MALDI-TOF MS nicht korrekt, obwohl der
Score 1,9 betrug. Definiert man die Sensitivitat als Anzahl der kulturell-positiven Fla-
schen in denen mittels MALDI-TOF MS ein direkter Keimnachweis gelang, in Rela-
tion zur Anzahl der positiven Flaschen im Goldstandard (in %), liegt diese bei 73%.
Definiert man die Spezifitat als korrekte Keimidentifizierung aller direkten MALDI
TOF MS Nachweise, liegt diese bei 98%. Die Spezifitat des Verfahrens ist also sehr

gut, bei eingeschrankter Sensitivitat.

3.5 Zusammenfassung und Schlussfolgerung

Das Alternativverfahren ohne Ethanol und mit 100%iger Ameisensaure erzielte nur
eine Nachweisrate von 16,7%. Die Zeitersparnis im Vergleich zum Standardverfah-
ren zeigte sich zwar als nicht unerheblich, in Anbetracht der Ergebnisse ist dieses

Verfahren fur die Diagnostik nicht geeignet.

Das Alternativverfahren nur mit Lyse, Inkubation und Messung ergab eine Nach-
weisrate von 39,4%. Die Zeitersparnis im Vergleich zum Standardverfahren war
deutlich kurzer (circa 45 Minuten). Den Ergebnissen zufolge kann dieses Verfahren
bei der Diagnostik jedoch ebenfalls nicht als zuverlassig gelten.
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Daher wurde das Standardverfahren ausfuhrlich getestet und hier zeigte sich, dass
in 73% aller kulturell-positiven Flaschen ein direkter Keimnachweis mittels MALDI-
TOF MS gelang.

Die haufigsten Keime im Standardverfahren waren Staphylococcus epidermidis mit
einer Nachweisrate von 76,7%, gefolgt von Escherichia coli mit einer Nachweisrate
von 100%.

Die Nachweisraten von gramnegativen Erregern waren deutlich hoher als die von

grampositiven Erregern.

Bei der Analyse der Ergebnisse waren keine Unterschiede zwischen aeroben und
anaeroben Blutkulturen festzustellen. Die verschiedenen Untersuchungszeitpunkte,
nachdem die Blutkulturflaschen als positiv gemeldet wurden, wirkten sich nicht auf
die Ergebnisse aus. Das Standardverfahren erzielte aber mit einer Nachweisrate
von 73% und einer Spezifitat (korrekte Keimidentifizierung) von 98% gute Werte und

wurde daher als flr die Diagnostik geeignet eingestuft.
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4 Diskussion

Neue Technologien in der mikrobiologischen Diagnostik, wie Laser-assistierte loni-
sation/Desorption Massenspektrometrie (MALDI-TOF MS), fUhrten in den letzten
Jahren zu einer Revolution bezlglich der Identifizierung von Bakterien (Hariu et al.
2017). Mittlerweile ist die MALDI-TOF MS-Technologie die entscheidende Methode
fur die Identifizierung von bereits kultivierten Mikroorganismen im mikrobiologischen
Labor (Fenselau et Demirev 2001; Lay 2001). Die Erkennung von kultivierten Mikro-
organismen mittels MALDI-TOF MS ist schnell, zuverlassig, kostengunstig und die
Mehrheit der klinisch relevanten bakteriellen Erreger kann damit auf der Spezies-
ebene identifiziert werden (Hariu et al. 2017; Moussaoui et al. 2010; La Scola et
Raoult 2009; Meex et al. 2012; Dixon et al. 2015). Im Vergleich zur konventionellen
Erregeridentifizierung (“bunte Reihe”) ermdglicht diese Technik einen Zeitgewinn bis
zum Vorliegen der Ergebnisse von mindestens 12-24 Stunden (Vlek, Bonten, et Boel
2012). Neben dem Zeitgewinn schneidet MALDI-TOF MS im Vergleich zu anderen
Methoden sehr gut ab. MALDI-TOF MS ist auch zeitsparender und kostenguinstiger

als zum Beispiel die Identifizierung mittels PCR (Murugaiyan et al. 2012).

Eine Reihe von Studien zeigten auch, dass die Ergebnisse von MALDI-TOF MS ver-
glichen mit den Ergebnissen bei der Identifizierung von Erregern mit konventionellen
diagnostischen Verfahren in nichts nachstehen (Fenselau et Demirev 2001; Barbud-
dhe et al. 2008; Degand et al. 2008; Dieckmann et al. 2008; Grosse-Herrenthey et
al. 2008; Marklein et al. 2009).

Schon bald wurde untersucht, ob MALDI-TOF MS auch zum direkten Nachweis von
Erregern in Proben ohne vorherige Kultivierung genutzt werden kann. Eine direkte
Analyse von Patientenproben, wie zum Beispiel von Blutkulturen, konnte durch eine
enorme Zeitersparnis bei der Diagnostik den Nutzen von MALDI-TOF MS in Zukunft
bedeutend erweitern (Laura Ferreira et al. 2010). Die unmittelbare Identifizierung
von Erregern aus Blutkulturen oder aus Urinproben mit MALDI-TOF MS stellt aber
aktuell noch eine Herausforderung bei der Diagnostik dar, da die Methode einige
Limitationen aufweist. Zum Beispiel ist eine hohe Erregerdichte erforderlich, um bei
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der direkten Messung mittels MALDI-TOF MS ein gutes Proteinprofil zu erhalten
(L. Ferreira et al. 2011). AuRerdem kann es bei den Ergebnissen zu Uberlagerungen
zwischen humanen und bakteriellen Proteinen kommen, was die Resultate veran-
dern oder verfalschen kann (L. Ferreira et al. 2011). Diese Uberlagerungen stellen
vor allem ein Problem bei der Identifizierung von Keimen, direkt aus Patientenpro-
ben ohne vorherige Kultivierung, dar (Wieser et al. 2012). Diverse Studien haben
jedoch bereits gezeigt, dass die Zuverlassigkeit eines direkten Nachweises von Bak-
terien mittels MALDI-TOF MS aus Urinproben (Laura Ferreira et al. 2010; X.-H.
Wang et al. 2013), Liquor (Segawa et al. 2014) und aus Blutkulturen (La Scola et
Raoult 2009; Stevenson, Drake, et Murray 2010; Prod’hom et al. 2010) durchaus

vielversprechend ist.

In dieser Arbeit wurde untersucht inwieweit die direkte ldentifizierung von Erregern
mittels MALDI-TOF MS aus positiven Blutkulturflaschen in einem Routinelabor bei

der Blutkulturdiagnostik einsetzbar ist.

Aulerdem wurden verschiedene Methoden getestet, mit dem Ziel, die Methode zu
vereinfachen und die Zeit bis zur Identifizierung der mikrobiellen Spezies zu verkur-
zen. Hierbei wurde vor allem untersucht, ob bestimmte Arbeitsschritte entbehrlich
sind. Eine weitere Frage dieser Arbeit war, wie hoch die Spezifitat und Sensitivitat
dieser Methode sind. Die mittels MALDI TOF MS gemessenen Spektren der Proben
wurden mit der integrierten Referenzdatenbank des Massenspektrometers vergli-
chen. Dabei generiert die Software des MALDI TOF MS bei der Messung einen Zah-
lenwert (Scorewert), welcher Aufschluss Uber die Validitat des Ergebnisses gibt.
Eine erfolgreiche Gattungsidentifizierung wurde mit einem Scorewert von 1,700 bis
1,999 definiert und eine erfolgreiche Speziesidentifizierung mit einem Scorewert von
2,000 bis 3,00.

In einer ersten Versuchsreihe wurde untersucht, ob der Ethanol-Schritt bei der Auf-
bereitung der Probe entbehrlich ist, denn der Zeitaufwand fur die Applikation von

Ethanol und das anschlielende Trocknen der Probe ist nicht unerheblich.

Bei dieser verkurzten Methode zeigten jedoch zehn von zwdlf Proben einen Score

von unter 1,7 und waren demnach nicht sicher auswertbar. Erst ab einem Score von
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1,7 ist eine sichere Aussage Uber den Erreger moglich. Zwei der Proben wurden
allerdings korrekt auf Gattungsebene erkannt (Proteus mirabilis, Staphylococcus
haemolyticus). Dies zeigt, dass der Schritt mit der Zugabe von Ethanol im Standard-
verfahren notig ist, um valide Ergebnisse zu erhalten. Eine Vereinfachung der Me-
thode durch das Weglassen des Ethanol-Schrittes war also nicht mdglich. Ethanol
dient bei Extraktionsverfahren von Biomaterialien zur chemischen Fixierung und
Dehydratation der Probe (Yoshinaga, Kamitakahara, et Takabe 2016). In einer Stu-
die von Drevinek et al. (Drevinek et al. 2012), in welcher verschiedene Extraktions-
verfahren fur hochpathogene Keime getestet wurden, konnte auch bestatigt werden,
dass die Anwendung von Ethanol zusammen mit Ameisensaure die besten Ergeb-
nisse zeigte.

Eine weitere Versuchsreihe mit direkter Lyse wurde ebenfalls durchgeflhrt. Hier
wurde lediglich eine chemische Methode zur Aufspaltung der Zellwand der Erreger
durchgefuhrt (Lyse), ohne weiteres Extraktionsverfahren. Die Lyse ist ein essentiel-
ler Bestandteil bei der Vorbereitung der Proben zur Spaltung der Zellwand der Erre-
ger. Die Ergebnisse dieser Methode waren mit 60,61% nicht aussagekraftigen Re-
sultaten ebenfalls nicht befriedigend. Hier anzumerken ist dennoch, dass aber einige
gramnegative Erreger wie Citrobacter koseri, Escherichia coli und Proteus mirabilis

auf Gattungs- bzw. Speziesebene richtig erkannt wurden.

Bei den grampositiven Erregern zeigten die Ergebnisse der Versuchsreihe mit direk-
ter Lyse allerdings gar keine konstanten und verlasslichen Ergebnisse. Neun Proben
enthielten den Erreger Staphylococcus aureus, keine dieser Proben konnte mit die-
ser Methode richtig identifiziert werden. Lediglich konnte ein Staphylococcus capitis,
ein Staphylococcus haemolyticus und zwei Staphylococcus epidermidis auf Gat-
tungs- bzw. Speziesebene als korrekt erkannt werden. Ebenfalls bei den Pilzen
konnte durch die alleinige Zugabe der Lyse-FlUssigkeit keine Probe richtig erkannt

werden.

Aus dieser Versuchsreihe lasst sich zudem schlie3en, dass vor allem bei den gram-
positiven Erregern und den Pilzen weitere Extraktionsschritte unerlasslich sind, um

die Erreger fur die korrekte Messung mittels MALDI-TOF MS “aufzuspalten”.
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Nachdem mit den verklrzten Verfahren keine Erfolge erreicht werden konnten,
wurde die hier als Standardverfahren bezeichnete Methode nach Stevenson et al.
(Stevenson, Drake, et Murray 2010) unter Routinelaborbedingungen getestet. Hier-

bei wurden 161 anonymisierte und bereits bearbeitete Blutkulturflaschen verwendet.

Es konnte gezeigt werden, dass das Standardverfahren insgesamt gute Ergebnisse
erzielte. In 73% gelang ein direkter Keimnachweis mittels MALDI-TOF MS. Insofern
ein Erregernachweis mittels MALDI-TOF MS gelang, stimmte das Ergebnis mit dem
Goldstandard (Kultur) in der Regel Uberein (in 98% der Falle). In der Versuchsreihe
des Standardverfahrens wurde darauf geachtet, dass die Zeitspanne zwischen Be-
ginn der Versuche und dem Positivwerden der Blutkulturflaschen nicht Uber funf
Stunden lag. Hinsichtlich der zeitlichen Schwankungen innerhalb dieser Spanne
konnte kein wesentlicher Unterschied bei den Ergebnissen festgestellt werden (Da-
ten nicht gezeigt). Bei der Aufschllisselung der Ergebnisse nach Erregern fiel auch
hier auf, dass die gramnegativen Keime bessere Ergebnisse (“bessere Scores”) auf-

wiesen als die grampositiven.

Auch in der Literatur wurde bereits beschrieben, dass die Genauigkeit einer direkten
Identifizierung von Erregern mittels MALDI-TOF MS bei grampositiven Keimen
schlechter ist als bei gramnegativen Keimen (Segawa et al. 2014; Stevenson, Drake,
et Murray 2010; Nagy et al. 2009). Es gibt auch aktuelle Studien (L. Ferreira et al.
2011; Mellmann et al. 2008; Seng et al. 2009) welche zeigen, dass vor allem bei

gramnegativen Erregern Identifikationsraten von Gber 90% erreicht werden.

Eine Erklarung dafir liegt darin, dass gramnegative und grampositive Bakterien sich
im Aufbau der Zellwand unterscheiden. Grampositive wie auch gramnegative Erre-
ger besitzen in ihrer Zellwand eine Schicht aus Peptidoglykanen. Diese Peptidogly-
kane verleihen der Zellwand Stabilitdt und mechanische Widerstandskraft. Die Zell-
wand der grampositiven Keime ist jedoch deutlich dicker (20 bis 80 nm) als die Zell-
wand der gramnegativen Keime (7,5 bis 10 nm) (Salton et Kim 1996). Wahrschein-
lich ist es deutlich schwieriger, die dicke Peptidoglykanschicht grampositiver Bakte-

rien bei der Lyse zu durchbrechen (Klein et al. 2012; De Carolis et al. 2014), so dass
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dies eine Erklarung fur die schlechtere Genauigkeit der Ergebnisse bei der Identifi-

zierung von grampositiven Bakterien mittels MALDI-TOF MS ist.

Klein et al. (Klein et al. 2012) hat deswegen als Losung vorgeschlagen, Bakterien
mit Ultraschall zu behandeln, um die Zellwand besser durchbrechen zu konnen.
Moussaoui et al. (Moussaoui et al. 2010) empfiehlt eine Anpassung der Kriterien
bezlglich der Scores bei der Messung mittels MALDI-TOF MS. Wenn bei einem
Keim vier aufeinanderfolgende Werte einen Score von grof3er/gleich 1,4 ergeben,
sollten diese als >1,7 klassifiziert werden. Auch andere Studien, welche sich mit den
Scores befasst haben, zeigten, dass ein niedrigerer festgelegter Scorewert (jeweils
fur die Speziesebene und flir die Gattungsebene) hdhere Identifikationsraten von
Erregern aufweist bei nur sehr wenigen Falschidentifikationen (Van Herendael et al.
2012; Khot et al. 2012; Theel et al. 2012). Ebenso schlagen andere Autoren niedri-
gere Scorewerte flr die direkte Identifikation von Keimen aus Blutkulturen vor (La
Scola et Raoult 2009; Stevenson, Drake, et Murray 2010; Szabados et al. 2011).

Bei der Auswertung der Versuchsreihen dieser Arbeit wurde an der Scorewertung
der Routinediagnostik im Labor, (3,000-2,000 Erkennung auf Speziesebene, 1,999-
1,700 Erkennung auf Gattungsebene, 1,699-0 keine Identifikation moglich), entspre-

chend der Angaben des Herstellers, festgehalten.

In der Versuchsreihe mit dem Standardverfahren kénnten jedoch beispielsweise
niedrigere Score-Werte bei Streptococcus pneumoniae von Vorteil sein, ohne dass
es zu mehr Falschidentifikationen kommen wirde. Bei diesem Erreger kamen fir
insgesamt drei Proben Score-Werte von unter 1,7 vor und konnten demnach bei der
Auswertung nicht als valide gezahlt werden, waren jedoch alle korrekt entsprechend
der Ergebnisse der Routinediagnostik. Hier muss jedoch auch noch die Problematik
erwahnt werden, dass die Unterscheidung zwischen Streptococcus pneumoniae
und eng verwandten Arten innerhalb der Streptococcus mitis-Gruppe mittels MALDI-
TOF MS insgesamt nicht immer maoglich ist (Marin et al. 2017; Harju et al. 2017;
Dubois et al. 2013). Ein extrem hoher Grad an Ahnlichkeit zwischen den Viridans-
Streptokokken innerhalb der Mitis-Gruppe (Streptococcus pneumoniae, Streptococ-

cus mitis, Streptococcus oralis und Streptococcus pseudopneumoniae) fuhrt haufig
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zu einer falschen Identifizierung dieser Organismen (lkryannikova et al. 2013). Eine
genaue ldentifizierung von Viridans-Streptokokken auf Speziesebene ist aber auf-
grund ihrer unterschiedlichen Pathogenitat und Virulenz sehr wichtig (Khot et al.
2012). Streptococcus pneumoniae ist ein bedeutender humanpathogener Erreger,
welcher mit ambulant erworbener Pneumonie, Meningitis und Otitis media assoziiert
wird. Andere Vertreter dieser Gruppe sind jedoch lediglich menschliche Kommensa-
len, welche nur bei Immungeschwachten Infektionen verursachen oder wenn sie in
den Blutkreislauf gelangen (Khot et al. 2012). Angesichts dieser Unterschiede in der
klinischen Signifikanz ist eine genaue Identifizierung von Streptococcus pneumoniae

unerlasslich. Diese Problematik ist noch Gegenstand der aktuellen Forschung.

Der Nachweis von Pilzen direkt aus Blutkulturflaschen gelang in dieser Studie nicht.
Von insgesamt zwoIf nachgewiesenen Pilzen in der Routinediagnostik, wies direktes
MALDI-TOF MS nur einmal ein richtiges und valides Ergebnis mit einem Score von
uber 1,7 auf. Die hier verwendete Methode in dieser Arbeit ist diesbezlglich somit
wenig verlasslich. Dies schrankt die Methode nicht ein, da Pilze (insbesondere He-
fen) bereits im Grampraparat, welches ja bei jeder positiven Blutkultur durchgefthrt
wird, erkannt werden kénnen. Die Schwierigkeit der Entwicklung einer zuverlassigen
Methode zur Identifizierung von Pilzen direkt aus Blutkulturen mittels MALDI-TOF
MS wurde auch in anderen Studien beschrieben (L. Ferreira et al. 2011; Jamal, Sa-
leem, et Rotimi 2013; Buchan, Riebe, et Ledeboer 2012). Der Grund hierfur ist ver-
mutlich die Robustheit und Dicke der Zellwande bei Pilzen (Stevenson et al. 2010),
weswegen die Extraktion, wie sie bei Bakterien durchgefihrt wird, mdglicherweise
unzureichend ist. Demnach sind nach De Carolis et al. (De Carolis et al. 2014) wei-
tere Extraktionsschritte notig, um zuverlassige Ergebnisse mittels MALDI-TOF MS
zu erzielen. In einer jungsten Studie von Marinach-Patrice et al. (Marinach-Patrice
et al. 2010) wurde eine neue Methode zur direkten Identifizierung von Pilzen aus
Blutkulturen mit vielversprechenden Ergebnissen getestet. Diese Methode wurde je-
doch mit simulierten Blutkulturen durchgefihrt und muss noch an echten Patienten-
proben Uberpruft werden (L. Ferreira et al. 2011). Eventuell midssen hier ganz an-
dere Methoden eingesetzt werden. Mylonakis et al. (Mylonakis et al. 2015) verwen-
dete molekulare Verfahren mit T2-Magnet-Resonanz und konnte Infektionen mit
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Candida sp. schnell und mit hoher Sensitivitat (91,1%) und Spezifitat (99,4%) nach-
weisen. Mit dieser Methode ist nicht einmal eine Kultivierung der Blutkultur notwen-
dig, der Nachweis gelang direkt aus dem Patientenblut. Die durchschnittliche Zeit-
dauer bis zur Identifikation mittels dieser T2-Magnet-Resonanz-Methode betrug in
der Studie 4,4 Stunden (plus/minus eine Stunde). Im Vergleich hierzu betrug die
durchschnittliche Zeitdauer bei der bisherigen Routinediagnostik 129,9 Stunden
(plus/minus 26,3 Stunden) (Mylonakis et al. 2015).

In den untersuchten Blutkulturflaschen fanden sich auch gramnegative Stabchen,
welche nicht zu den Enterobakteriazeen gehorten. Hier konnten zwei von vier Pro-
ben erkannt werden. Lediglich eine von zwei Proben mit dem Erreger Acinetobacter
baumanii und eine vorhandene Probe von Acinetobacter noingii konnten nicht iden-
tifiziert werden. Bei Acinetobacter baumanii handelt es sich um nosokomiale Erreger
mit zunehmenden Resistenzen. Dieser gewinnt aufgrund von verstarkten Beteiligun-
gen an Atemwegs-, Harnwegs- und Wundinfektionen in der Klinik immer mehr an
Bedeutung (Koch-Institut 2013). Eine von zwei Proben von Acinetobacter baumanii
wurde auf Speziesebene erkannt, demgegenuber steht eine unerkannte Probe. Um
hier eine zuverlassige Aussage treffen zu kdnnen, misste man deutlich mehr Pro-
ben mit diesem Erreger testen. In der Literatur zeigt sich MALDI-TOF MS bei der
Identifizierung von Acinetobacter baumanii zuverlassig (Alvarez-Buylla, Culebras, et
Picazo 2012). Allerdings gilt dies nur fur Acinetobacter baumanii, da die Datenbank
furn andere Acinetobacter sp. noch nicht ausreichend ist und in Zukunft noch weiter
aktualisiert werden muss (Alvarez-Buylla, Culebras, et Picazo 2012; Espinal et al.
2012).

Der Nachweis von Propionibacterium acnes direkt aus Blutkulturflaschen erwies sich
ebenfalls als schwierig. Bei Propionibacterium acnes handelt es sich um einen gram-
positiven, anaeroben Keim, welcher Teil der menschlichen Hautflora, der Mund-
hoéhle, des Dickdarms, der Bindehaut und des aufieren Gehoérgangs ist (Perry et
Lambert 2011). Propionibacterium acnes ist ein haufiger Kontaminant in Blutkultur-
flaschen. Die Ursache dafur ist unklar, spekuliert wird aber, dass Propionibacterium
acnes in tieferen Hautschichten vorkommt und sich daher der Abtétung durch Des-

infektion entziehen kann. Propionibacterium acnes kann aber auch ein Erreger von
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Endokarditis oder Gelenkinfektionen sein, so dass ein Nachweis im Einzelfall auch
klinisch relevant sein kann. Alle drei Proben wiesen einen Score von unter 1,7 auf,
waren aber richtig identifiziert worden. Die Problematik mit diesem Erreger wurde
bereits in einer Arbeit von Seng et al. (Seng et al. 2009) beschrieben. Auch Croxatto
et al. (Croxatto, Prod’hom, et Greub 2012) erwahnte die Problematik bezuglich der
Erkennung des Erregers aufgrund zu weniger Spektren in der MALDI-TOF MS Da-
tenbank. Hierzu ist zu erwahnen, dass bei der Diagnostik von Propionibacterium
acnes bereits die Gramfarbung sehr aufschlussreich und charakteristisch ist (Ste-
venson, Drake, et Murray 2010) und die Identifizierung in der Regel bereits dartber
leicht erfolgen kann. Ebenso schwierig mittels MALDI-TOF MS zu identifizieren sind
nach Croxatto et al. (Croxatto, Prod’hom, et Greub 2012) Klebsiella pneumoniae-
Erreger. Es handelt sich um einen der haufigsten Erreger bei einer bakteriellen Sep-
sis und bei nosokomial erworbenen Pneumonien (Arzteblatt 2018; Jarvis et al.
1985). Klebsiella pneumoniae besitzt eine sehr widerstandsfahige Kapsel haben,
welche sich bei der Lyse schlecht aufspalten lasst. Somit entstehen beim Messen
dementsprechend unscharfe Spektren. In dieser Arbeit konnten jedoch alle acht Pro-
ben, welche den Erreger Klebsiella pneumoniae beinhalteten, jeweils auf der Spe-
ziesebene identifiziert werden. Somit kénnen die Ergebnisse von Croxatto et al.
(Croxatto, Prod’hom, et Greub 2012) hier nicht bestatigt werden.

Was die Spezifitat betrifft, so gab es zwei nicht korrekte Identifizierungen mit einem
Scorewert von uber 1,9. MALDI-TOF MS identifizierte bei zwei Proben jeweils den
Erreger Klebsiella pneumoniae mit einem Score von Uber 1,9, das heildt auf der Spe-
ziesebene. In der Routinediagnostik wurde aber in beiden Fallen Enterobacter ae-
rogenes Kultiviert. Enterobacter aerogenes und Klebsiella pneumoniae sind zwei
Keime, welche taxonomisch eng miteinander verwandt sind (Boye et Hansen 2003)
und viele Merkmale miteinander teilen (Claeys et al. 2004). Demnach sind die
MALDI-Spektren ahnlich, so dass es zu Fehlbestimmungen kommen kann. Entero-
bacter aerogenes wurde im Jahr 2017 aufgrund der nahen Verwandtschaft zu Kleb-
siellen in Klebsiella aerogenes umbenannt (Tindall, Sutton, et Garrity 2017). Die Pa-
thogenitat von Klebsiella aerogenes ist deutlich weniger ausgepragt als die der
Klebsiella pneumoniae, weswegen eine korrekte Differenzierung wichtig ist.
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Eine Probe bei der Messung mit MALDI-TOF MS zeigte den Erreger Kocuria rhizo-
phila als Ergebnis, jedoch mit einem nicht aussagekraftigen Score von unter 1,7. Bei
Kocuria sp. handelt es sich um grampositive Kokken, welche zur Familie der
Micrococcaceae gehoren. Diese besiedeln die normale Haut und Schleimhaut von
Mensch und Tier (Stackebrandt et al. 1995). Kocuria sp. wurde auch aus verschie-
denen dkologischen und 6kologischen Nischen isoliert (Park et al. 2010). Diese wer-
den normalerweise als nicht pathogene Bakterien angesehen und werden selten mit

menschlichen Infektionen in Verbindung gebracht (Kandi et al. 2016).

Zusammenfassend konnte man im Hinblick auf die Ergebnisse des Standardverfah-
rens feststellen, dass die direkte Identifikation von Bakterien aus positiven Blutkul-
turen circa 16 bis 20 Stunden schneller gelingt als durch traditionelle kulturbasierte
Methoden. Wie bereits erwahnt, ist die Identifikationsrate dabei fur grampositive
Bakterien etwas niedriger als bei den gramnegativen Bakterien. In der Literatur
konnten bereits diverse Studien zahlreiche Vorteile der MALDI-TOF MS basierten
direkten Identifikation von positiven Blutkulturen gegenuber der konventionellen
Identifikation aufzeigen (Marklein et al. 2009; Clerc et al. 2013).

Im Hinblick auf die Ergebnisse des Standardverfahrens kann man, anhand der rela-
tiv hohen Spezifitdt (98%) bei der Erregererkennung unter Laborbedingungen sa-
gen, dass, insofern ein Erreger “gefunden” wurde, dieser korrekt identifiziert werden

konnte.

Die Sensitivitat (73%) reicht allerdings noch nicht aus, um auf die kulturelle Unter-
suchung der Flaschen zu verzichten. Ganz abgesehen davon, ist die kulturelle An-
zucht auch fur die Resistenzbestimmung notwendig. Insgesamt stellt die MALDI-
TOF Massenspektrometrie aber ein bedeutendes Element in der Routinediagnostik
von positiven Blutkulturflaschen dar. Mit weiterem Fortschritt in der Forschung von
MALDI-TOF MS-basierten Verfahren, zum Beispiel auch die Direktverfahren betref-
fend, sind nicht unerhebliche Veranderungen und Verbesserungen flr die diagnos-
tische Mikrobiologie zu erwarten. Eine deutlich schnellere Identifizierung von Erre-
gern in mikrobiologischen Proben kann zu bedeutenden Therapiefortschritten und

zu einer deutlichen Senkung der Mortalitat fuhren.
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Nach dem aktuellen Stand (Jahr 2020) hat das hier untersuchte direkte Verfahren
(Identifizierung aus Blutkulturen) bislang keinen Einstieg in die Diagnostik gefunden.
Die Grunde hierfur sind vielfaltig. Das Verfahren ist relativ arbeitsintensiv und zeit-
aufwandig und benotigt daher zusatzliches Personal. Aul3erdem liefert oft schon das
Grampraparat (welches ja zeitgleich vorliegt) entscheidende Hinweise flr eine An-
passung der Antibiose. Der Hauptgrund ist aber ein anderer: In Konkurrenz zur di-
rekten MALDI-TOF MS-Identifizierung aus Blutkulturflaschen tritt seit kurzer Zeit das
sogenannte RAST (Rapid Antimicrobial Susceptibility Testing)-Verfahren. Dabei
wird eine Kurzzeitkultur und Resistenz auf verschiedenen Agarplatten angelegt.
Nach sechsstindiger Inkubation (also auch noch am gleichen Tag) erfolgt von der
bewachsenen Agarplatte eine Erregeridentifikation mittels MALDI-TOF MS. Zudem
wird, falls mdglich, eine vorlaufige Resistenz von der Blutplatte abgelesen. Das
RAST-Verfahren ist mittlerweile in vielen Labors etabliert und hat vielerorts das “di-
rekte” MALDI-TOF MS aus Blutkulturen verdrangt. In Einzelfallen (bei kritisch kran-

ken Patienten) wird es jedoch noch verwendet.

Ausblick

In dieser Arbeit wurde gezeigt, dass eine direkte Erregeridentifizierung aus Blutkul-
turen mittels MALDI-TOF MS unter Bedingungen eines Routine-Labors maoglich ist.
Das Verfahren kann eventuell auch weiterentwickelt und fur andere Proben verwen-
det werden. Wichtig ware zum Beispiel auch der direkte Nachweis von Erregern in
anderen dringenden Proben wie im Liquor. Derzeit gibt es aber nur wenige Studien,
die den Einsatz von MALDI-TOF MS zum Nachweis von Mikroorganismen im Liquor
beschreiben (X.-F. Chen et al. 2021). Des Weiteren gibt es auch aktuelle Studien,
welche zeigen, dass eine Vielzahl von Viren mittels MALDI-TOF MS aus klinischen
Proben identifiziert werden kénnen (X.-F. Chen et al. 2021). Eventuell kbnnen hoch-
auflésende und leistungsstarkere MALDI-TOF MS in Zukunft noch deutlich mehr

Madglichkeiten und Fortschritte im Bereich der mikrobiologischen Diagnostik bieten.

Die Zukunft der Mikrobiologie liegt aber vermutlich in der Molekularbiologie bezie-
hungsweise in der direkten Amplifikation und Sequenzierung grofRer Teile des bak-
teriellen Genoms (Church et al. 2020).
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5 Zusammenfassung

Die Sepsis stellt eine schwerwiegende Erkrankung mit hoher Morbiditat und Morta-
litdt dar. Von zentraler Bedeutung bei der Behandlung der Sepsis ist eine schnelle
und adaquate Antibiotikatherapie. Wichtig ist hierbei die korrekte und zeitnahe Erre-
geridentifikation, um eine empirisch begonnene antibiotische Therapie gegebenen-
falls anzupassen. Standardverfahren der Erregerdiagnostik bei der bakteriellen Sep-
sis ist die Bebriutung von Patientenblut in Blutkulturflaschen, welche heutzutage in
vollautomatisierten Systemen durchgefuhrt wird. Meldet der Automat eine Blutkul-
turflasche als ,positiv*, wird von der entsprechenden Flasche Uber Nacht eine Kultur
auf Agarplatten angelegt. Am Folgetag wird der angezlchtete Erreger mit einer Mes-
sung mittels MALDI-OF MS identifiziert.

Ziel dieser Arbeit war es herauszufinden, ob es madglich ist, mittels MALDI-TOF MS
die Erreger direkt aus den positiven Blutkulturen zu identifizieren, ohne die Ergeb-
nisse der Kultur abwarten zu missen. Diese Zeitersparnis konnte in Zukunft dazu

fuhren, frher eine adaquate Therapie einleiten zu kdnnen.

Im Rahmen dieser Arbeit wurden insgesamt 206 positive Blutkulturen aus der Rou-
tinediagnostik des Institutes flr Medizinische Mikrobiologie und Hygiene des Univer-
sitatsklinikums Marburg untersucht. Die verwendeten Blutkulturen hatten bereits die
Routinediagnostik durchlaufen. Die Ergebnisse der Routinediagnostik wurden als
Goldstandard herangezogen. In dieser Arbeit wurden drei verschiedene Methoden
getestet: einerseits ein bereits in der Literatur beschriebenes Verfahren (,Standard-

verfahren®) und zwei verkurzte Verfahren (,Alternativverfahren®).

161 der untersuchten 206 positiven Blutkulturen durchliefen das “Standardverfah-

ren”, 12 das erste Alternativverfahren und 33 das zweite Alternativverfahren.

Im ersten Alternativverfahren (Verfahren ohne Ethanol) zeigten zehn der zwolf un-
tersuchten Proben bei der Messung mittels MALDI-TOF MS einen Scorewert von
unter 1,7 und waren daher nicht aussagekraftig. Mittels des zweiten Alternativver-

fahrens (Verfahren mit Lyse und Inkubation) wurden insgesamt 33 positive Blutkul-
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turen untersucht. Hiervon konnten nur acht Erreger auf Speziesebene korrekt iden-
tifiziert werden. Weitere funf Proben wurden auf Gattungsebene richtig erkannt. 20
von 33 Blutkulturproben zeigten keinen Erregernachweis. Beide alternativen (ver-

kirzten) Verfahren erwiesen sich somit als nicht geeignet fur die Routinediagnostik.

Mittels des ,Standardverfahrens” wurden insgesamt 161 positiv gemeldete Blutkul-
turflaschen untersucht. Im Goldstandard (Kultur) waren hiervon 151 positiv. Von die-
sen 151 positiven Blutkulturflaschen konnten in 111 Proben mittels MALDI-TOF MS
Erreger direkt in der Blutkulturflasche nachgewiesen werden. In 40 Fallen gelang
der Erregernachweis nicht, obwonhl kulturell ein Erreger nachgewiesen worden war.
Bei zwei Proben war die Identifizierung des Erregers mittels MALDI-TOF MS nicht

korrekt, obwohl der Score 1,9 betrug.

Zusammenfassend konnte in 73% der positiven Flaschen ein Erreger mittels MALDI-
TOF MS nachgewiesen werden. Insofern ein Erregernachweis mittels MALDI-TOF

MS gelang, war die Identifizierung in der Regel korrekt (in 98% der Falle).

Bei der Aufschlisselung der Ergebnisse aus dem “Standardverfahren” wurde deut-
lich, dass die ldentifikationsrate bei grampositiven Bakterien etwas niedriger war als
bei den gramnegativen Bakterien. Der Nachweis von Pilzen direkt aus Blutkulturfla-
schen gelang nicht. Die Zeitersparnis beim “Standardverfahren” betrug circa 16 bis

20 Stunden verglichen mit traditionellen kulturbasierten Methoden.

Zusammenfassend ist festzustellen, dass mittels MALDI-TOF MS in vielen Fallen

eine direkte Identifizierung des Erregers in positiven Blutkulturflaschen mdéglich ist.
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6 Summary

Sepsis is a serious disease with high morbidity and mortality. Fast and adequate
antibiotic therapy is of central importance in the treatment of sepsis. It is important
to correctly identify the pathogen in order to adapt an empirically initiated antibiotic
therapy if necessary. Standard method of pathogen diagnosis in bacterial sepsis is
incubation of patient blood in blood culture bottles, which is nowadays carried out in
fully automated systems. If the automated system reports a blood culture bottle as
“positive”, a sample is taken from the corresponding bottle and a culture on an agar
plate is then applied overnight. In order to identify the cultivated pathogen, a meas-
urement with MALDI-TOF MS is carried out the following day.

The aim of this work was to find out whether it is possible to identify pathogens di-
rectly from positive blood culture bottles using MALDI-TOF MS without having to wait
for the results of the culture. In future, this saving of time could lead to a faster initi-

ation of an adequate therapy.

As main part of this work 206 positive blood culture bottles from the routine diagnos-
tics of the Institute of Medical Microbiology and Hygiene of the University Hospital
Marburg were examined. The blood culture bottles had already went through the
routine diagnostic procedure. The results of routine diagnostics (culture) were used
as the gold standard. Three different methods were tested: on the one hand, a
method already described in the literature (“standard method”) and two shortened

methods (“alternative methods”).

In summary, 206 positive blood culture bottles were tested. 161 went through the
“standard method”, 12 went through the first alternative method and 33 went through

the second alternative method.

Regarding the first alternative method, a method without use of ethanol, ten of the
twelve samples showed a score of less than 1,7 when measured with MALDI-TOF
MS and were therefore not conclusive. A total of 33 positive blood culture bottles
were examined in the second alternative method, a method using only lysis. Of
these, only eight pathogens were correctly identified at the species level. Another
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five samples were correctly identified at the genus level, which included two samples
with enterobacteria. 20 out of 33 blood culture samples showed no evidence of the
pathogen. Both alternative (shortened) methods are therefore not suitable for routine

diagnostics.

A total of 161 positive blood culture bottles were examined using the “standard
method”. Of these, 151 were positive in the gold standard (culture). Pathogens were
correctly identified directly from positive blood culture bottles using MALDI-TOF MS
technology in 111 of the 151 samples which were positive in the gold standard. In
40 cases, pathogens could be only detected by culture, but not by MALDI-TOF MS.
In two samples, the pathogen identification by MALDI-TOF MS was incorrect, alt-
hough the score was 1,9. In summary, a pathogen was detected in 73% of the pos-
itive blood culture bottles using MALDI-TOF MS. If a pathogen was detected by
MALDI-TOF MS, identification was generally correct (in 98% of cases).

The breakdown of the results from the “standard method” showed that the identifi-
cation rate for gram-positive bacteria was slightly lower than for gram-negative bac-
teria. The detection of fungi directly from blood culture bottles was not possible. The
time saved by using the “standard method” was approximately 16-20 hours com-

pared to traditional culture-based methods.

In summary, MALDI-TOF MS can be used to directly identify pathogens in positive

blood culture bottles.
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