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1. Einleitung 1

1. Einleitung

1.1 Harnwegsinfektionen

1.1.1 Klinische Relevanz

Harnwegsinfekte stellen einen der haufigsten Grunde fur einen Arztbesuch dar.
Besonders oft sind Frauen betroffen, was zum einen an einer im Vergleich zum Mann
kirzeren Urethra liegt und zum anderen an der anatomischen Nahe zum Analbereich,
der als Erregerreservoir dient. (1) Zudem wirkt beim Mann das Prostatasekret
antibakteriell. Laut einer Studie, die im Zuge einer Routinedatenanalyse unter
Versicherten der Barmer GEK Krankenkassen durchgefihrt worden ist, wurde 2013
bei ca. 430.000 Patientinnen (ungefahr 9 % aller weiblichen Versicherten ab 12
Jahren) die Diagnose akute Zystitis oder Harnwegsinfektion gestellt. Etwa 5 % der
Versicherten  erhielten deswegen eine Antibiotikaverordnung. (2) Die
Wabhrscheinlichkeit, an einer Harnwegsinfektion zu erkranken, steigt dabei mit dem
Alter an. Auch die Kosten flir die Behandlung von Harnwegsinfektionen sind sehr hoch.
So wurden alleine in den USA 2011 rund 400.000 Patienten wegen eines
Harnwegsinfektes im Krankhaus behandelt, was zu Kosten von rund 2,8 Milliarden US-
Dollar geflhrt hat. (3)

Klinisch unterscheidet man zwischen einem Infekt des oberen und des unteren
Harntrakts und kompliziertem und unkompliziertem Harnwegsinfekt. Zu den unteren
Harnwegsinfektionen zahlen die Urethritis und die Zystitis, zu den oberen die
Pyelonephritis. Die Unterscheidung zwischen unkompliziertem und kompliziertem
Harnwegsinfekt wird auf Grund von vorhandenen anatomischen oder funktionellen
Veranderungen, wie  z.B. Nierensteine  oder  Ureterabgangsstenosen,
Niereninsuffizienz oder Stérungen des Immunsystems durch HIV oder einen schlecht

eingestellten Diabetes mellitus getroffen.

Zu den Symptomen, die bei einem Harnwegsinfekt auftreten, gehdren Pollakisurie,
Algurie, verstarkte Nykturie, imperativer Harndrang, Makrohamaturie, suprapubische
Schmerzen und eine Tribung des Urins. Bei einer Zystitis hat man in der Regel kein

oder nur leichtes Fieber, wahrend ein aszendierender Infekt mit Pyelonephritis mit
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Fieber Gber 38 °C und Flankenschmerzen einhergeht. Als Folge der Pyelonephritis

kann sich eine Urosepsis entwickeln. (1)

1.1.2 Urindiagnostik

Harnwegsinfektionen werden vor allem durch Gram-negative Bakterien aus der
Ordnung der Enterobacterales verursacht. An erster Stelle steht dabei Escherichia coli,
gefolgt von Proteus mirabilis und Klebsiella pneumoniae. Auch Gram-positive Erreger
wie Staphylococcus saprophyticus und Enterokokken lassen sich als Verursacher von
Harnwegsinfektionen finden. Um eine genaue Bestimmung der Erregerzahl zu
ermoglichen, wird in der Urindiagnostik ein definiertes Volumen (z.B. 100 uL) der
eingehenden Urinproben auf Frischblutagarplatten ausplattiert. Zusétzlich streicht man
den Urin auf MacConkey Agar und Columbia CNA Blutagar aus, um selektiv Gram-
negative bzw. Gram-positive Bakterien zu kultivieren. Bei Bedarf wird ein
Hemmstofftest auf einer mit Bacillus subtilis beimpften Platte durchgefiihrt. Danach
werden alle Platten fir 24 Stunden inkubiert. Ist nach dieser Zeit ein Erreger auf der
Platte gewachsen, wird er mittels MALDI-TOF Analyse identifiziert. Handelt es sich um
einen potenziell krankmachenden Erreger, erfolgt anschlieRend eine maschinelle
Antibiotika-Resistenzbestimmung. Das Ergebnis des Antibiogramms liegt dann am
nachsten Tag vor. Nach 48 Stunden werden die am ersten Tag angelegten Platten
nochmals auf Wachstum hin gepruft und es wird ggf. eine Erregeridentifikation und

eine Antibiotika-Resistenztestung durchgefihrt.

Abgesehen von der Erregeridentifikation und dem Antibiogramm spielt in der
mikrobiologischen  Urindiagnostik  die  Bestimmung der Leukozyturie im
Zusammenhang mit der Bakterienzahl eine immer wichtigere Rolle. Bisher war nur die
Bakterienzahl und hier vor allem die als Kass'sche Zahl (4) bezeichnete
Erregerkonzentration von 10° Koloniebildende Einheiten (KBE) pro Milliliter ein MaR
zur Beurteilung tUber das Vorliegen eines Harnwegsinfekts. Sowohl Oyaert et al. in der
BILULU Studie (5) als auch die neue Leitlinie zur mikrobiologisch-infektiologischen
Qualitatssicherung (6) enthalten Vorgehensschemata, die fur die Bestimmung eines
Antibiogramms auch die Beurteilung der Leukozyturie miteinbeziehen. Dafir sollte der
Urin mdglichst zeithah entweder durch Teststreifen, mittels Zahlkammer oder
automatisch durch durchflusszytometrische oder digitalmorphologische Verfahren

bestimmt werden. Das Ausmald der Leukozyturie lasst dann auch ein
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unterschiedliches Verfahren bei den gefundenen Erregern zu, in Abhéngigkeit davon,
wie pathogen die Erreger sind. Eine genaue Unterscheidung zwischen dem Vorliegen
einer Harnwegsinfektion und einer Kontamination der vorliegenden Urinprobe ist
wichtig, um keine falsche Behandlungsindikation insbesondere mit Antibiotika zu
stellen. Insgesamt dauert die mikrobiologische Untersuchung von Urinen vom Eingang
der Probe bis zum fertigen Antibiogramm 48 Stunden. Deswegen werden neue

Verfahren erprobt, um diese Zeit zu verkirzen.

1.2 Méglichkeiten der Urinuntersuchung

Eine schnelle und einfache Methode zur Untersuchung von Urinen stellen die
Urinteststreifen dar. Hierbei ist eine Untersuchung von pH-Wert, Leukozyten, Nitrit,
Protein, Glucose, Ketone, Urobilinogen, Bilirubin und Blut im Urin méglich. Es gibt
sowohl die Moglichkeit, diese Untersuchung manuell durchzufiihren, als auch ein
automatisiertes Verfahren zu verwenden. Hierbei erfolgt dann eine optische
Auswertung des Tests, z.B. Uber einen CMOS-Sensor beim UC 3500 der Firma
Sysmex. Aus mikrobiologischer Sicht sind von diesen Parametern vor allem, wie
bereits erwahnt, die Leukozyten interessant, ebenso wie das Nitrit, da viele Erreger,
die Harnwegsinfektionen verursachen, in der Lage sind, Nitrat zu Nitrit zu reduzieren.
Des Weiteren kann auch eine durchflusszytometrische Untersuchung zur Bestimmung
der Leukozyten- und Bakterienzahl im Urin durchgefiihrt werden, um einen
Ruckschluss auf eine mégliche Infektion des Patienten zu ziehen. Durchflusszytometer
wie der in dieser Studie eingesetzte UF 5000 der Firma Sysmex ermdglichen
zusatzlich eine Beurteilung des Gram-Verhaltens der gefundenen Bakterien.

1.2.3 Konventionelle Resistenztestung

Bei der konventionellen Antibiotikaresistenztestung gibt es unterschiedliche Arten der
Durchfuhrung. Neben manuellen Ansatzen auf Agarplatten stehen inzwischen auch

automatisierte Systeme fur die Resistenztestung zur Verfigung.

Mit Hilfe des Gradientendiffusionstests kann der MHK-Wert (minimale
Hemmkonzentration) eines Erregers bestimmt werden. Dazu wird auf einer Agarplatte
eine Keimsuspension in einer definierten Konzentration aufgetragen (McFarland

Standard 0,5) und ein MHK-Teststreifen aufgelegt. Dieser ist mit einen
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Konzentrationsgradienten des zu testenden Antibiotikums beschickt. Nach erfolgter
Inkubation der Agarplatte fir 12- 18 h kann an der unteren Schnittstelle des elliptischen
Hemmhofs mit dem Teststreifen die MHK auf der aufgezeichneten Skala des
Teststreifens abgelesen werden. Um den Keim als sensibel oder resistent zu
klassifizieren, wird dieser Wert dann mit den klinischen Grenzwerten fir MHK-Werte
in Tabellen des European Committee on Antimicrobial Susceptibility Testing
(EUCAST) (7) verglichen (8). Das EUCAST stellt dabei den européischen Standard fir
die mikrobielle Antibiotikaresistenztestung dar. Dieses Testverfahren wurde auch in

der vorliegenden Studie verwendet.

Auch mit einem Agardiffusionstest kann man eine Antibiotikaresistenzbestimmung
durchfuhren, allerdings ist eine Aussage uber die MHK im Gegensatz zu MHK-
Teststreifen nicht moéglich. Nach dem Auftragen der Bakteriensuspension werden
antibiotikahaltige Filter-Plattchen auf die Platte gelegt. Nach der Inkubation sieht man
durch die Diffusion des Antibiotikums einen Hemmhof um das Plattchen, dessen
Durchmesser ausgemessen werden kann. Auch dieser wird mit entsprechenden
klinischen Hemmhof-Durchmesser-Grenzwerten des EUCAST verglichen und anhand

dieser beurteilt.

Neben diesen manuellen Verfahren gibt es auch automatische Verfahren zur
Bestimmung der Antibiotikaresistenzen. Mittels einer photometrischen Auswertung
wird das Bakterienwachstum in Anwesenheit verschiedener
Antibiotikakonzentrationen in einzelnen Kavitaten eines Tragers bestimmt und daraus

ein MHK-Bereich festgelegt.

1.3 MALDI-TOF MS

1.3.1 Erregeridentifikation

Friher wurden die Erreger anhand ihrer biochemischen und enzymatischen
Eigenschaften mit Hilfe einer bunten Reihe identifiziert. Dabei werden die Bakterien fur
bis zu 24 Stunden in Differentialmedien inkubiert. Stoffwechselprodukte der Bakterien
fihren dann Uber eine Verdnderung des pH-Werts mittels eines Indikators zu einem
Farbumschlag. Des Weiteren kénnen die zugegebenen Substrate auch Uber eine

Wirkung von bakteriellen Enzymen direkt zu einer Farbanderung fihren. Anhand von
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Referenztabellen kann der Erreger schlief3lich identifiziert werden (8). Die Einflhrung
der MALDI-TOF MS (matrix assisted laser desorption ionization time of flight mass
spectrometry) hat die Identifikation von Erregern in der Mikrobiologie stark verandert.
Diese ist nun tUber den Nachweis und die Massenbestimmung ribosomaler Proteine
der Bakterien mdglich innerhalb von weniger als 10 Minuten kann so nach
vorhergehender kultureller Anzucht der Bakterien eine Bestimmung der Erreger

durchgefuhrt werden. (8)

1.3.2 Antibiotikaresistenzbestimmung

Auf Grund der steigenden Antibiotikaresistenzen wird zunehmend nach schnelleren
Methoden zur Bestimmung von Resistenzen gesucht. Da viele mikrobiologische
Labore die MALDI-TOF MS zur schnellen Identifikation von Erregern verwenden, bietet
es sich an, sie auch zur Resistenzbestimmung einzusetzen. Daflur haben sich in letzter

Zeit vier Ansétze besonders bewahrt.

Ein Ansatz, Resistenzen von Erregern mit Hilfe von MALDI-TOF MS nachzuweisen,
ist es, genetische Unterschiede festzustellen und damit resistenzvermittelnde Proteine
zu detektieren. So kann zum Beispiel bei Bacteroides fragilis zwischen zwei
unterschiedlichen Genomovaren unterschieden werden, wobei einer das Gen cfiA
tragt, welches eine Beta-Laktamase (Carbapenemase) kodiert. Es lasst sich zwar nicht
zwingend aus dem Vorhandensein des Gens auf dessen Expression des Proteins
schlieBen, aber dennoch besteht die Gefahr einer sehr schnellen
Resistenzentwicklung unter Antibiotikaeinsatz (9, 10). Des Weiteren ist es mit Hilfe der
MALDI-TOF MS mdglich, bestimmte Vancomycin-resistente Enterokokken zu
identifizieren. So gelingt es, mit Hilfe der Datenbank zur Erregeridentifikation zwischen

vanB-positiven und -negativen Enterokokken-Stammen zu unterscheiden (11).

Der Beta-Laktamase Assay wurde entwickelt, um schnell direkt die Anwesenheit einer
Beta-Laktamase nachzuweisen. Hierfur wurde die Detektion von Abbauprodukten von
Beta-Laktam-Antibiotika zu Hilfe genommen. Bei der Hydrolyse des Antibiotikums
kommt es durch das Hinzufiigen von Wasser zu einer Verschiebung des Masse-
Signals/Masse-Spitzensignals (mass-shift) von +18 Da. Anschlielend kann das
Zwischenprodukt spontan decarboxylieren, wobei es durch die Abspaltung von CO:
zu einer mass shift von —44 Da kommt. Diese Verschiebungen lassen sich mittels der

Massenspektrometrie leicht nachweisen. Fir die Resistenztestung werden Bakterien
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fur bis zu 3 Stunden mit einem Beta-Laktam-Antibiotikum inkubiert und 1 pL des
Ansatzes auf ein MALDI-Target gegeben und mit Matrix Uberschichtet. Nach der
Messung der Spektren mit MALDI-TOF MS erfolgt ein Vergleich mit bekannt sensiblen
und resistenten Kontroll-Stammen (B-Laktamase-Produzenten) und daraus wird dann
auf die vorhandene B-Laktamase-Aktivitat geschlossen. (12) Erste Ergebnisse kénnen
je nach Beta-Laktamase bzw. Carbapenemase auch schon nach einer Stunde
Inkubation erhoben werden. Dieser Assay beschleunigt die Resistenztestung sehr, hat
aber den Nachteil, dass eine Resistenz gegen Beta-Laktam-Antibiotika, die auf einem
anderen Resistenzmechanismus, zum Beispiel veranderte Porine oder Efflux, beruht,
nicht erkannt wird (12, 13). Auch werden Resistenzen gegentber anderen Antibiotika-

Klassen nicht detektiert.

Im Gegensatz zu den anderen beschriebenen Assays kann man mit Hilfe der stable
isotope labeling-Methode Bakterien auf Grund ihres Stoffwechsels phanotypisch auf
Resistenzen gegen theoretisch alle Antibiotika testen. Dieser Methode liegt SILAC
(stable isotope labeling by/with amino acids in cell culture) zu Grunde, wobei als
Aminosaure fur dieses Test Lysin ausgesucht wurde. Fir die Bestimmung erfolgten in
unserer Arbeitsgruppe jeweils drei Ansatze, wobei einer ,normales” Lysin enthalt, der
zweite z.B. 13Ce-1®N2-L-Lysin und der dritte 3Cs-1°N2-L-Lysin und zusatzlich das zu
untersuchende Antibiotikum. *3Cs-1°N2-L-Lysin ist ein schweres, nicht radioaktives
Isotop. Die Spektren der einzelnen Ansatze werden untersucht und miteinander
verglichen. Wird schweres Lysin in die Proteine eingebaut, kommt es zu einem mass
shift von jeweils +8 Da pro eingebautes schweres Lysin. Wird in dem mit Antibiotika
versetzten Ansatz ein mass shift detektiert und gleicht daher das Spektrum dem
Ansatz mit dem schwereren Lysin, ist eine Resistenz anzunehmen, da die Bakterien
in der Lage waren, weiterhin neue Proteine aufzubauen. Gleicht das Spektrum dem
Ansatz mit normalem Lysin, ist davon auszugehen, dass es sich um schon vor der
Inkubation hergestellte Proteine handelt und das Antibiotikum den Aufbau neuer
Proteine erfolgreich gehemmt hat. Dann ist das Bakterium sensibel gegentber dem
zugegebenen Antibiotikum. Der Ansatz mit normalem Lysin kann dartber hinaus auch

zur ldentifikation des Keims verwendet werden (14, 15).

Bei dem MBT-ASTRA Assay (MALDI Biotyper antibiotic susceptibility test rapid assay),
der in dieser Arbeit verwendet wurde, handelt es sich auch um einen phénotypischen

Ansatz zur Bestimmung von Antibiotikaresistenzen, der auf der Semiquantifizierung
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der Proteine von Bakterien beruht, die in Gegenwart und in Abwesenheit eines
Antibiotikums in einem Flussigmedium angeziichtet werden. Hierbei kdnnen
gleichzeitig eine Erregeridentifikation und eine Antibiotikaresistenztestung stattfinden.

Dieser Testansatz wird im Methodenteil unter 2.2.2 genauer beschrieben.

1.4 Antibiotika

1.4.1 Resistenzlage

Insgesamt lasst sich eine Zunahme der Resistenzen von Erregern, die man bei
Harnwegsinfektionen isoliert, feststellen. Da 15 % der in der Praxis verschriebenen
Antibiotika fur die Behandlung von Harnwegsinfektionen eingesetzt werden, ist dies
ein wachsendes Problem (16). Beziglich der Resistenzraten unkomplizierter
Harnwegsinfektionen in 5 europaischen Landern zeigte sich bei Kahlmeter et al. (17)
in den Jahren 2007-2008 im Vergleich zum ECO.SENS Projekt (18) aus den Jahren
1999-2000 ein signifikanter Anstieg fur Ciprofloxacin (von 1,1 % auf 3,9 %),
Cotrimoxazol (von 12,3 % auf 16,1 %) und Trimethoprim (von 13,1 % auf 16,7 %). In
einer Fortfihrung der Studie (19) hat sich fir Deutschland in Jahre 2014 im Vergleich
zur urspringlichen Studie ein Anstieg der Resistenzraten fiur Ciprofloxacin (von 2,2 %
auf 20,2 %), Cefadroxil (von 1,4 % auf 12,0 %) und Trimethoprim (von 22,5 % auf
36,8 %) ergeben. Allgemein bestehen starke regionale Unterschiede bezuglich der

Pravalenz einzelner Antibiotikaresistenzen (18).

1.4.2 Verwendete Antibiotika

Im Folgenden werden einige Antibiotika beschrieben, die in den Leitlinien zu
Harnwegsinfektionen (1) fur die Therapie empfohlen werden und auch in dieser Studie

verwendet worden sind.

1.4.2.1 Fosfomycin

Fosfomycin ist ein bakterizid wirkendes Antibiotikum, das die Zellwandsynthese
hemmt, indem es zu einer Inaktivierung des Enzyms Enol-Pyruvyl-Transferase fihrt.
Dieses Enzym stellt einen wichtigen friihen Schritt in der Peptidoglykan-Synthese dar

(20). Fosfomycin wird als ein Mittel der ersten Wahl bei einem unkomplizierten
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Harnwegsinfekt empfohlen. Als orale Therapie ist bei einem unkomplizierten
Harnwegsinfekt oft eine Einmalgabe von Fosfomycin, das in oraler Form in
Kombination mit Trometamol versetzt wird, ausreichend. Noch finden sich bei den
Erregern nur zu einem sehr kleinen Prozentsatz (ca. 1,5 %) Resistenzen. Die Selektion
von resistenten Bakterien wird durch die hohen Wirkkonzentrationen im Urin
unterbunden. Des Weiteren wachsen resistente Stamme durch einen veranderten
Glycophosphat-Transporter langsamer als empfindliche (1). Es gibt drei wichtige
Resistenzmechanismen, die entweder auf einer Erniedrigung der Permeabilitat in die
Bakterienzelle beruhen, oder einer Veranderung der Bindestelle von MurA durch
Mutation, wodurch Fosfomycin nicht mehr binden kann, oder der Bildung von

Enzymen, die den Epoxid-Ring des Antibiotikums angreifen (21).

1.4.2.2 Fluorchinolone

Fluorchinolone sind Gyrase-Hemmer, die eine bakterizide Wirkung gegen Bakterien
aufweisen. Auf Grund ihrer Interaktion mit der DNA-Gyrase und DNA-Topoisomerase
IV wird die Replikation der DNA gestért. Diese Enzyme flhren zu einem negativen
Supercoiling und entwinden die DNA, mit dem Ergebnis einer besseren Ablesbarkeit
der DNA. Zur Behandlung von Harnwegsinfektionen kommt u.a. Ciprofloxacin zum
Einsatz, das wir auch in unseren Versuchen getestet haben. Bei einer unkomplizierten
Zystitis sind Fluorchinolone nicht mehr Mittel der ersten Wahl, sondern sollten als
Breitband-Antibiotika speziellen Indikationen vorbehalten werden. So sind sie
weiterhin Mittel der ersten Wahl zur Behandlung bei einer Pyelonephritis. Als Ersatz
bei Versagen der Erstlinien-Therapie sind sie dennoch auch bei Harnwegsinfektionen
in Betracht zu ziehen (1, 20). Enterobakterien weisen zudem eine zunehmende
Resistenz gegen Fluorchinolone auf. Ein wichtiger Resistenzmechanismus beruht
dabei auf chromosomal erworbenen Mutationen in den Genen gyrA und parC, die die
beiden Zielenzyme von Fluorchinolonen kodieren. Dabei sind mehrere Mutationen
ndtig, um eine starke Resistenz zu verursachen, wahrend nur eine lediglich zu einem
leicht erhéhten MHK-Wert fir Ciprofloxacin fuhrt (22).

1.4.2.3 Nitrofurantoin

Nitrofurantoin gehort zu der Gruppe der Nitrofurane und wirkt tber eine Hemmung des

Kohlenhydratstoffwechsels der Zellen vorwiegend bakteriostatisch. Auf Grund sehr
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niedriger Resistenzraten ist Nitrofurantoin in der Leitlinie zu der unkomplizierten
Zystitis als ein Mittel der Wahl bei Frauen ohne Begleitkrankheiten aufgefihrt (1, 20,
23). Durch Mutation von Nitroreduktasen, die entweder Sauerstoff-sensitiv oder -
unsensitiv sind, kbnnen Resistenzen gegen Nitrofurantoin entsteht. Diese Enzyme
werden auf den Genen nfsA und nfsB kodiert. Des Weiteren kann ein erhdhter Efflux

des Antibiotikums zu einer Resistenz fuhren (24).

1.4.2.4 Beta-Laktam-Antibiotika

Beta-Laktam-Antibiotika erzielen ihre auf proliferierende Zellen bakterizide Wirkung
durch die Hemmung der Peptidoglykan-Synthese, die ein wichtiger Schritt im Aufbau
der bakteriellen Zellwand darstellt. Diese Hemmung erfolgt durch Bindung an die
Penicillin-Bindeproteine, zu denen Transpeptidasen, Carboxypeptidasen und
Endopeptidasen gehdren. In der Therapie der Harnwegsinfekte spielt die Gabe von
Aminopenicillinen ohne Beta-Laktamase-Inhibitor keine Rolle in der empirischen
Therapie, weil Resistenzen zu haufig auftreten (1). In dieser Arbeit werden deshalb
Amoxicillin/Clavulansaure bzw. Ampicillin/Sulbactam verwendet. Beta-Laktamase-
Inhibitoren wirken, indem sie zuerst kompetitiv an die Beta-Laktamase binden und
dann gespalten werden. Die entstandenen Produkte wirken danach im Sinne einer
Suizidhemmung (23). AuRerdem stehen mit den Cephalosporine (z.B. Cefuroxim) und
Carbapeneme (z.B. Meropenem) weitere Beta-Laktam-Antibiotika zur Verfigung.
Diese Substanzen zeichnen sich durch ihre unterschiedliche Unempfindlichkeit
gegenuber Beta-Laktamasen aus. Immer haufiger lassen sich Bakterien nachweisen,
die p-Laktamasen mit erweitertem Wirkspektrum (Extended-Spektrum-Beta-
Laktamasen, ESBL) produzieren. Diese ESBL flhren bei den Bakterien zu einer
Resistenz gegeniber Penicillinen, Cephalosporinen der 3. und teilweise auch 4.
Generation sowie gegen Monobaktame. Dabei spalten sie die Antibiotika durch
Hydrolyse. Bei E. coli-Stammen mit ESBL ist der CTX-M-Typ (Ambler Klasse A)
dominierend, die meistens Plasmid-kodiert vorliegen. Als Therapieoption bleiben dann
Carbapeneme oder andere Reserveantibiotika, wobei die Resistenz gegentiber Beta-
Laktamase-Inhibitoren von der Art der ESBL abhéangt. (22, 25).

Seit 2016 ist fur die unkomplizierte Zystitis der Frau in Deutschland Pivmecillinam
zugelassen und zeichnet sich durch sehr niedrige Resistenzraten aus (1).

Pivmecillinam ist ein Prodrug und wird mit Hilfe von Esterasen durch die Hydrolyse
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einer Esterverbindung und Uber einen nicht stabilen Alkohol in Mecillinam
umgewandelt. Das Antibiotikum, welches eine besonders gute Aktivitat gegen E. coli
hat, greift dabei hauptséchlich das PBP2 an. Von besonderem Vorteil ist bei Mecillinam

die Wirksamkeit gegen ESBL-produzierende Erreger, vor allem vom Typ CTX (26, 27).

1.4.2.5 Cotrimoxazol

Die Kombination aus Trimethoprim und dem Sulfonamid Sulfamethoxazol wirkt
bakteriostatisch und auf einige Erreger auf Grund des Synergismus beider Substanzen
auch bakterizid dadurch, dass die Produktion der Tetrahydrofolsaure gehemmt wird,
die die Bakterien fur die DNA- und RNA-Synthese brauchen. Dabei werden die
Dihydrofolatreduktase von Trimethoprim und die Dihydropteroat-Synthetase von
Sulfonamid gehemmt (23). Trotz gestiegener Resistenzraten kann es bei lokalen
Resistenzraten unter 20 % zur empirischen Therapie bei ambulanten Patienten
verwendet werden (1). Neben einer Veranderung der Enzyme und daraus
resultierender geringerer Affinitat des Antibiotikums zum Zielenzym gibt es Bypass-
Effekte, die zu Resistenzen fuhren. Durch eine Mutation in der Promotorenregion der
Enzyme konnen die Zielenzyme in grol3erer Menge produziert werden, wodurch die
Wirkung des Antibiotikums nicht mehr ausreichend grof3 ist. (22)

1.5 Ziel der Arbeit

Harnwegsinfektionen sind sehr haufige Erkrankungen, bei denen oft Antibiotika
verschrieben werden (1). Auf Grund der zunehmenden Antibiotika-Resistenz der
Bakterien ist es sehr wichtig, schnell einen Erregernachweis und ein Antibiogramm zur
Verfigung zu stellen. Dadurch kénnte schneller von einer kalkulierten auf eine gezielte
Therapie umgestellt oder die Behandlung sogar direkt mit einer gezielten Therapie
gestartet werden. AulRerdem sollte es ein Ziel sein, dass im Labor zeithah und
zuverlassig bei Erregernachweis im Urin eine Kolonisierung/Kontamination von einer
Infektion unterschieden werden kann, um unndétige Antibiotika-Testungen und damit -

Therapien zu verhindern.

Im ersten Teil der Arbeit gehen wir der Frage nach, welchen Einfluss die Verwendung
von automatisierten Urinanalysegeraten auf die mikrobiologische Diagnostik von

Harnwegsinfektionen hat, in dem Leukozyten-Nachweise helfen, Urine mit
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Infektionserreger von solchen mit Kontaminationen und Kolonisationen zu
unterscheiden. Hierzu  wird das  vollautomatische klinisch-chemische
Urinanalysesystem UC 3500 mit dem Durchflusszytometer UF 5000 der Firma Sysmex
verglichen und untersucht, ob eine Ubereinstimmung der Ergebnisse der
Leukozytenzahl und des Nitrit-Nachweis mit manuellen Analysemethoden besteht.
Zusatzlich soll durch einen Vergleich mit dem kulturellen Ergebnis der Zusammenhang
zwischen einer Leukozyturie und Nachweis von Bakterien im Urin (Bakteriurie)
untersucht werden. Durch den Nachweis von Leukozyturie kann eine genauere
Identifikation von Harnwegsinfekten gelingen. Dies wirde es ermoéglichen, unnétige
Antibiotikaresistenztestungen zu vermeiden und auf aus Laborsicht notwendige Félle
zu begrenzen und so die Anzahl nicht indizierter Antibiotika-Therapien bei Verdacht

auf Harnwegsinfektion zu reduzieren.

Im zweiten Teil dieser Arbeit soll untersucht werden, ob mit Hilfe von MALDI-TOF MS
und dem MBT-ASTRA Assay eine Resistenztestung direkt aus dem Patientenurin
moglich ist und ein Antibiogramm nach einer Kurzzeit-Inkubation von nur 2,5 Stunden
erstellt werden kann. Auf Grund der herausragenden Bedeutung Gram-negativer,
schnellwachsender Bakterien als Ursache von Harnwegsinfektionen haben wir uns auf
diese konzentriert. Es wurden nur Urine in die Studie aufgenommen, die in der
Voruntersuchung entweder mit dem Combur Urinteststreifen oder dem
vollautomatischen  klinisch-chemischen  Urinanalysesystem UC 3500 eine
Leukozyturie aufwiesen und/oder Nitrit-positiv waren oder in der Durchflusszytometrie
mit dem Sysmex UF 5000 eine Leukozyturie und Gram-negative Bakterien aufwiesen.
Dadurch, dass die Resistenztestungen direkt aus dem Urin vorgenommen und die
Ergebnisse innerhalb desselben Tages an den einsendenden Arzt Gbermittelt werden
konnen, ware es mdglich, bei Harnwegsinfekten gleich eine gezielte
Antibiotikatherapie einzuleiten und nicht wie bis jetzt erst mit einer empirischen

Therapie zu beginnen.
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2. Material und Methoden

2.1 Material

2.1.1 Urine

Die untersuchten Urine stammen aus Restvolumina anonymisierter Urinproben der
mikrobiologischen Diagnostik des Max von Pettenkofer-Instituts. Nachdem die Urine
die Routinediagnostik durchlaufen haben, wurden sie von mir, wie im Methodenteil
unter 2.2.1 beschrieben, voruntersucht und fir die Antibiotikaresistenzbestimmung
vorbereitet. Das eingehende Probenmaterial wird in Urin-Monovetten (Firma Sarstedt
AG & Co. KG, Numbrecht, Deutschland), die mit 15 mg Borsaure pro mL Urin
(entspricht 1,5 %) prapariert sind, transportiert.

2.1.2 Nahrmedien

2.1.2.1 Agarplatten

Die Resistenzbestimmung erfolgt mittels MHK-Teststreifen auf Mdller-Hinton I
Agarplatten (Fa. Becton Dickinson, Heidelberg, Deutschland). BD Columbia Agar mit
5 % Schafsblut (BD, Heidelberg, Deutschland) wird verwendet, um eine Kultivierung
der Erreger fur die konventionelle Resistenztestung und zur Archivierung zu erreichen.
Einzelne Félle erfordern zuséatzlich den Einsatz von BD MacConkey Il Agar (Fa. Becton
Dickinson).

2.1.2.2 Flussigmedien

Fur die Inkubation der Erreger direkt aus dem Urin wird BD Phoenix AST Broth (Fa.
Becton Dickinson) benutzt. Zur Archivierung der Erreger wird Einfriermedium auf
Glycerin-Basis verwendet. Die Voruntersuchungen finden mit artifiziellem Urinmedium
statt. (28)
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2.1.3 Verwendete Antibiotika

Antibiotikum Hersteller

Cefuroxim Fresenius Kabi Deutschland GmbH
(Langenhagen, Deutschland)

Ciprofloxacin Fresenius Kabi Deutschland GmbH

(Langenhagen, Deutschland)

Cotrimoxazol Ratiopharm GmbH (Ulm, Deutschland)
Fosfomycin INFECTOPHARMA Arzneimittel und
Consilium GmbH (Heppenheim,

Deutschland)

Meropenem Hikma Pharma GmbH (Planegg,
Deutschland)

Nitrofurantoin SIGMA-ALDRICH Co. (St. Louis, Missouri,
USA)

Tab. 1: Verwendete Antibiotika

2.1.4 MHK-Teststreifen

MHK-Teststreifen ‘ Hersteller

Cefuroxim Liofilchem S.r.l., (Roseto degli Abruzzi
(TE), ltalien)

Ciprofloxacin Liofilchem S.r.l., (Roseto degli Abruzzi
(TE), Italien)

Cotrimoxazol Liofilchem S.r.l., (Roseto degli Abruzzi
(TE), ltalien)

Fosfomycin Liofilchem S.r.l., (Roseto degli Abruzzi
(TE), ltalien)

Meropenem Liofilchem S.r.l., (Roseto degli Abruzzi
(TE), Italien)

Nitrofurantoin Liofilchem S.r.l., (Roseto degli Abruzzi
(TE), ltalien)

Tab. 2: MHK-Teststreifen
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2.1.5 Urinteststreifen

Urinteststreifen
Meditape™ UC-9A

2. Material und Methoden

‘Hersteller
Sysmex  Deutschland  GmbH
(Norderstedt, Deutschland)

Cobas 9 Test®

F. Hoffmann-La Roche AG (Basel,
Schweiz)

Tab. 3: Urinteststreifen

2.1.6 Chemikalien

Chemikalie

Acetonitril

Hersteller
J.T. Baker, Thermo Fisher Scientific
Inc. (Waltham, Massachusetts, USA)

Ameisenséaure

SIGMA-ALDRICH Co. (St. Louis,
Missouri, USA)

Cellclean® U Sysmex Deutschland GmbH
(Norderstedt, Deutschland)

Ethanol Merck KGaA (Darmstadt,
Deutschland)

Interner ASTRA Standard Bruker Daltonik GmbH (Bremen,

Deutschland)

Trifluoressigsaure

Merck KGaA
Deutschland)

(Darmstadt,

UF-Cellpack™ CR

Sysmex Deutschland GmbH
(Norderstedt, Deutschland)

UF-Cellpack™ SF

Sysmex Deutschland GmbH
(Norderstedt, Deutschland)

UF-Cellsheath™

Sysmex Deutschland GmbH
(Norderstedt, Deutschland)

UF-Fluorocell™ CR

Sysmex Deutschland GmbH
(Norderstedt, Deutschland)
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Chemikalie Hersteller

UF-Fluorocell™ SF Sysmex Deutschland GmbH
(Norderstedt, Deutschland)
Wasser, ROTISOLV® HPLC Gradient | Carl Roth GmbH + Co. KG (Karlsruhe,

Grade Deutschland)

a-Cyano-4-hydroxyzimtsaure (a-HCCA) | Bruker Daltonik GmbH  (Bremen,
Deutschland)

Tab. 4: Chemikalien

2.1.7 Technische Ausstattung

Gerat/Software Name und Hersteller

Autoklav Laboklav 160-MSLV; SHP Steriltechnik (Detzel,

Deutschland)

VARIOKLAV Dampfsterilisator Typ 500EC; Thermo
Electron LED GmbH (Ismaning, Deutschland)
Datenverarbeitung MS Office 10; Microsoft (Redmond, Washington, USA)

flexControl Version 3.4; Bruker Daltonik GmbH (Bremen,
Deutschland)
flexAnalysis 3.4; Bruker Daltonik GmbH (Bremen,
Deutschland)
Durchflusszytometer UF-5000; Sysmex Deutschland GmbH (Norderstedt,
Deutschland)

Feinwaage Sartorius AG (Gottingen, Deutschland)

Gefrierschanke (- 20 °C) | Comfort; Liebherr-International Deutschland GmbH
(Biberach an der Ril3, Deutschland)

Profi Line; Liebherr-International Deutschland GmbH
(Biberach an der Ril3, Deutschland)

Inkubatoren Heraeus T12; Heraeus GmbH (Hanau, Deutschland)

Kuhlschréanke Profi Line; Liebherr-International Deutschland GmbH
(Biberach an der Ril3, Deutschland)

MALDI-TOF MS Microflex LT Tischgerat mit Stickstofflaser; Bruker

Daltonik GmbH (Bremen, Deutschland)
Mikroskop Axiovert 25; Carl Zeiss AG (Oberkochen, Deutschland)
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Geréat/Software Name und Hersteller \
Photometer Ultrospect 3100 pro; Amersham

Biosciences (General Electric; Fairfield,
Connecticut, USA)
Photometerkiivetten SEMI-MICRO-CUVETTE; Greiner Bio-

One GmbH (Frickenhausen,
Deutschland)

Schittelinkubator

Thermomixer comfort; Eppendorf AG
(Hamburg, Deutschland)
Thermomixer compact; Eppendorf AG
(Hamburg, Deutschland)

Sartorius Certomat R; Sartorius AG
(Gottingen, Deutschland)

Vollautomatisches klinisch-chemisches
Urinanalysesystem

UC-3500; Sysmex Deutschland GmbH
(Norderstedt, Deutschland)

Vortex Tischschuttler

7-2020; neoLab Migge GmbH
(Heidelberg, Deutschland)

Zahlkammer Neubauer-Zahlkammer; Paul Marienfeld
GmbH & Co. KG (Lauda-Konigshofen,
Deutschland)

Zentrifugen 5417R; Eppendorf AG (Hamburg,

Deutschland)

Megafuge 1.0; R Heraeus GmbH
(Hanau, Deutschland)

Tab. 5: Technische Ausstattung


https://www.sysmex.de/produkte/uc-3500-3929.html
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2.2 Methoden

2.2.1 Voruntersuchung der Urinproben

Der MBT-ASTRA Assay wird als MALDI-TOF-basierter Schnelltest zur
Resistenzbestimmung von Erregern aus Urinen eingesetzt. Um diesen Test sinnvoll
und effizient zu verwenden, wird eine Vorauswahl vorgenommen, weil viele Urine
keine (pathogenen) Erreger enthalten. Diese Vorauswahl erfolgt sowohl mit manuellen
wie auch automatischen Untersuchungsmethoden innerhalb von 2 Stunden nach
Eingang der Urinproben. Als Auswahlkriterien dienen neben dem Nachweis von Nitrit
und Leukozyten die Quantifizierung der Bakterienzahl und das Gram-Farbeverhalten
der in der Urinprobe nachgewiesenen Bakterien. Ziel ist es, mit einer hohen
Wahrscheinlichkeit die Urine von Patienten mit einem durch Gram-negative Erreger

verursachten Harnwegsinfekt zu selektieren (29).

2.2.1.1 Urinstix

Die Untersuchung des Urins mit einem Urinteststreifen ist eine schnelle Methode, um
den pH-Wert, Leukozyten, Nitrit, Protein, Glucose, Ketone, Urobilinogen, Bilirubin und
Blut im Urin zu erfassen. Dazu wird ein Teststreifen mit Urin benetzt und anschliel3end
die Farbreaktion auf den Testfeldern mit der Referenz verglichen und beurteilt. Es gibt
sowohl die Moglichkeit, diese Untersuchung manuell durchzufiihren, als auch ein
automatisiertes Verfahren zu verwenden. Hierbei erfolgt eine optische Auswertung des
Testresultats, z.B. tUber einen CMOS-Sensor beim UC 3500 der Firma Sysmex. Fur
die manuelle Urinstix-Untersuchung wird im Kklinischen Alltag haufig der Urin-
Teststreifen Combur 9 (F. Hoffmann-La Roche AG; Basel, Schweiz) benutzt. Dieser
wird in den Urin eingetaucht und nach ca. 2 Minuten die Farbveréanderung auf den

Testfeldern mit der Referenz des Herstellers verglichen.

2.2.1.2 Durchflusszytometrie

Die Durchflusszytometrie (Abb. 1) erlaubt die Untersuchung der Urine auf Leukozyten,
Bakterien, Hefen, Erythrozyten, Epithelzellen und Kristalle. Es stehen zwei
Messkandle zur Verfigung. Der Kernkanal (CR) dient dazu, nukleinhaltige Partikel,

wie z.B. Bakterien oder Leukozyten, zu erkennen. Hier werden die Zellw&nde mit
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einem Verdiunnungsreagenz perforiert, damit anschlieRend fluoreszierende Farbe in
den Zellkern gelangen kann. Im Oberflachenkanal (SF) dagegen werden die
Zellwande von Partikeln wie rote Blutkorperchen, die nicht nukleinhaltig sind, ohne
vorherige Perforation mit Fluoreszenzfarbstoffen eingefarbt. In der Durchflusszelle
erfolgt eine hydrodynamische Fokussierung der zu untersuchenden Partikel, damit
eine Beurteilung einzelner Partikel mdglich ist. Danach passieren die Partikel einen
Laser, wobei es zu einer Streuung des Lichts kommt. Der eingesetzte UF 5000
verwendet einen blauen Laser (488 nm). Das Streulicht wird anschlieRend mit
Detektoren erfasst. Zur Beurteilung der Gré3e der Partikel wird das Vorwartsstreulicht
(Forward Scatter) eingesetzt. Das Seitwartsstreulicht (Side Scatter) zeigt die
intrazellulare Komplexitat und das Seitwartsfluoreszenzlicht den Nukleinsduregehalt
an. Durch die Fluorenzenzmarkierung erhalt man mit dem Seitwarts-Fluoreszenzlicht
zusatzliche Informationen Uber das Zellinnere und die Zellmembran, die eine
Unterscheidung zwischen  Gram-positiven und Gram-negativen Bakterien
ermdglichen. Dabei kann in  Gram-positive Zellen auf Grund der
Zellwandbeschaffenheit, z.B. dickere Peptidoglykan-Hulle, weniger fluoreszierende
Farbe in die Bakterien eindringen. Dies fuhrt zu einem verringerten Signal des
Seitwartsstreulichts im Vergleich zu Gram-negativen Bakterien und es steht so mehr
Laserenergie fur die Vorwartsstreuung zur Verfigung. Dies fuhrt zusammen mit der
Reflexion von Photonen an der dickeren Zellwand zu einem starkeren Signal des
Vorwartsstreulichts. In Scattergrammen werden dann die einzelnen Partikel, die nach

den oben genannten Parametern charakterisiert wurden, dargestellt. (30)
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Abb. 1: Funktionsweise des UF 5000 (30)

2.2.1.3 Neubauer-Zahlkammer

Zur Validation der Leukozytenzahlung mittels Durchflusszytometrie wird diese mit dem
Goldstandard verglichen, indem wir die Leukozytenzahl bei 100 Proben in der
Neubauer-Zahlkammer manuell mikroskopisch nachzahlen. Dazu werden 15 - 20 pL
Urin in die Neubauer-Zahlkammer gegeben und 4 gro3e Eckfelder, bestehend aus 4x4
kleinen Feldern, ausgezéhlt. Nach Teilung der Summe der Leukozyten aller 4
Quadrate durch 4 und anschliel3ender Multiplikation mit 10 ergibt sich daraus der Wert

von Leukozyten pro pL in der Urinprobe.

2.2.2 MALDI TOF MS

2.2.2.1 Erregeridentifikation

Die MALDI-TOF MS (matrix assisted laser desorption ionization time of flight mass
spectrometry) hat die Identifikation von Erregern in der diagnostischen Mikrobiologie
bedeutend veréandert. Diese ist nun Uber den Nachweis und die Massenbestimmung
ribosomaler Proteine der Bakterien und Pilzen moglich. Hierflr werden die Erreger, es
reichen ca. 10* bis 10°% KBE, auf eine polierte Stahlplatte, das Target, aufgetragen.

Damit fur die Messung die ribosomalen Proteine besser zuganglich sind, muss man
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die Bakterien lysieren. Daftur wird 70%ige Ameisensaure verwendet und ebenfalls auf
das Target gegeben. Nach dem Trocknen bedeckt man die Probe zuséatzlich mit
Matrix. In unserem Fall wurde als Matrix alpha-Cyano-4-hydroxyzimtsdure (HCCA)
verwendet. Es kommt zu einer Co-Kristallisation zwischen der Matrix und der Probe.
Die Matrix hat dabei den Zweck, die Energie des Lasers zu absorbieren und die
einzelnen zu untersuchenden Proteine zu trennen. Nachdem die Target-Platte in das
MALDI-TOF MS Geréat gestellt worden ist, muss ein fir die Messung notwendiges
Hochvakuum aufgebaut werden. Den Proben wird dann bei einer Frequenz von 60 Hz
mit einem Laser Energie zugefihrt. Dadurch kommt es zu einer lonisation der Probe,
wobei die Matrix als Protonendonor fungiert. Die lonen werden in einem elektrischen
Feld beschleunigt (ca. 10 — 30 kV) und es wird die Zeit bestimmt, die die lonen bis zum
Auftreffen auf den Detektor brauchen (Time of Flight, TOF) (Abb. 2). Dabei ist die Zeit
von der Ladung und dem Molekulargewicht der lonen abhangig. Der Messbereich liegt
zwischen ca. 2.000 bis 20.000 Dalton (Da). Zur Identifikation von Bakterien sind vor
allem ribosomale Proteine relevant, da sie (i) unabhangig von der Stoffwechsellage in
Bakterien zahlreich vorhanden sind und (ii) deren GrbéRRenverteilung im gemessenen
Spektrum aussagekraftige Rickschlisse auf die entsprechende Spezies zulasst. Aus
den sich ergebenen Spektren gelingt die exakte Identifikation der Bakterien, indem
man die gefundenen Spektren mit einer Referenz-Datenbank auf Ahnlichkeit
vergleicht. Daraus wird ein Score-Wert berechnet, der Werte von < 3 erreichen kann.
Bei Werten = 2 kann von einer sicheren ldentifikation der Spezies ausgegangen
werden. Bei Werten zwischen 2 und 1,7 ist zumindest die Identifikation der Gattung
maoglich (8, 31, 32). Die Messung selbst dauert dabei weniger als eine Minute und ist
damit deutlich schneller als biochemische Identifikationen. Solche Verfahren, wie
beispielsweise die bunte Reihe zeigen, in der Regel erst nach einer Inkubationszeit
von ca. 18 - 24 Stunden ein Ergebnis (8).
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Abb. 2: Schematische Darstellung der Funktionsweise der MALDI-TOF MS (8)

2.2.2.2 MBT-ASTRA Assay

Der MBT-ASTRA Assay (MALDI Biotyper antibiotic susceptibility test rapid assay) ist
ein phanotypischer Test, um mit Hilfe von MALDI-TOF MS eine schnelle
Antibiotikaresistenztestung durchzufiihren. Der Test beruht darauf, dass mit Hilfe der
MALDI-TOF Massenspektrometrie semi-quantitativ ribosomale bakterielle Proteine
nachgewiesen werden. Die Intensitat der gefundenen Peaks lasst einen Rickschluss
auf die Proteinbiosynthese wahrend der Inkubationszeit zu. Kommt es zu einer
Reduktion des Spektrums in den Proben, die mit Antibiotikum inkubiert wurden, im
Vergleich zur Wachstumskontrolle ohne Antibiotikum, spricht dies flr eine verminderte
Proteinbiosynthese. Daraus kann man ableiten, ob ein Erreger sensibel gegeniber
einem Antibiotikum ist. (33)

2.2.2.1 Aufbereitung der Urine und Inkubation

Nach der Auswahl geeigneter Urine wird 1 mL Urin in ein 1,5 mL Eppendorf-Réhrchen
tberfuhrt und bei 4300 rpm fur 5 Minuten bei 4 C zentrifugiert. Der Uberstand wird
dekantiert und das entstandene Pellet mit 1 mL Aqua dem. resuspendiert. Dann erfolgt
eine Zentrifugation der Probe fur 2 Minuten bei 14.000 rpm. Dieser Waschvorgang wird
nochmals wiederholt. AnschlieBend wird das Pellet in ca. 50 pL des Uberstands

resuspendiert und 5 pL in 1400 pL AST Medium eingebracht. 1000 pL davon werden
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bendtigt, um die ODsoo zu bestimmen und daraus dann die Verdinnung fir die
gewtinschte ODeoo von 0,01 zu errechnen. Pro Ansatz gibt man das zu untersuchende
Antibiotikum und 200 pL der verdinnten Bakteriensuspension in ein 1,5 mL Eppendorf-
R6hrchen. Das Antibiotikum wird jeweils gemal3 den Voruntersuchen (siehe 2.2.3)
dazugegeben. Zusatzlich stellt man eine Wachstumskontrolle mit 200 pL her. Dann
werden die Ansétze fur 2,5 Stunden bei 37 C und 970 rpm im Schuttelinkubator
inkubiert.

2.2.2.2 Vorbereitung der Messung

Nach der Inkubationszeit wird jeweils der ganze 200 pL Ansatz auf eine 96 well
Filterplatte aufgetragen, 3 Minuten bei 4000 Umdrehungen und 20 °C zentrifugiert und
der Durchfluss verworfen. Danach wascht man die Proben mit 50 uL HPLC Wasser,
zentrifugiert sie nochmals und verwirft auch hier wieder den Durchfluss. Zur Lyse der
Bakterien wird in jeden Ansatz 10 pL 70%ige Ameisensaure und 10 pL Acetonitril, in
das der Interne ASTRA Standard von Bruker gel6st ist, gegeben. Nach einer weiteren
Zentrifugation bei den gleichen Bedingungen wird nun der Durchfluss in einer frischen
96 well Platte aufgefangen und zur Messung am MALDI verwendet. Dafir tragt man
auf eine polierte Stahl-Target-Platte jeweils 1 pL des Durchflusses auf. Pro Ansatz
haben wir 4 Spots verwendet, um mit Hilfe der Auswertungssoftware einen Mittelwert
bilden zu kénnen und Messergebnisse ohne groRere Extremwerte (,Ausreier) zu
generieren. Nach dem Trocknen wird 1 uL HCCA (alpha-Cyano-4-hydroxyzimtséaure
von Bruker) als Matrix hinzugegeben.

2.2.2.3 Massenspektrometrische Analyse der Proben

Nach dem Trocknen der Matrix schleust man das Target in das MALDI-TOF-Gerét ein,
woraufhin nach Herstellen des Vakuums die MALDI-TOF MS Messung erfolgt und die
Messspektren generiert werden. Dabei werden Massen im Bereich von 2.000 und
20.000 Da gemessen und die folgenden Einstellungen verwendet, die man auch
routinemanig zur Erregeridentifikation einsetzt: lonenquelle eins: 20 kV; lonenquelle
zwei: 18,25 kV; Extraktions-Verzdgerung: 160 ns; Linse: 7 kV; Detektorverstarkung:
7,4 V. Die Frequenz des Lasers betragt hierfir 60 Hz.
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2.2.3 Bestimmung der Antibiotikakonzentrationen

Um herauszufinden, welche Antibiotikakonzentration im Versuchsansatz eine genaue
Unterscheidung zwischen resistent und empfindlich ermdglicht, wurde mit bekannt
sensiblen und resistenten Enterobakterien-Isolaten der MBT-ASTRA Assay
durchgefuhrt. Dabei wurden Isolate der Spezies Escherichia coli, Klebsiella
pneumoniae, Proteus mirabilis und Serratia marcescens verwendet, um die Antibiotika
Cefuroxim, Ciprofloxacin, Cotrimoxazol, Fosfomycin, Meropenem und Nitrofurantoin

Zu testen.

2.2.4 Konventionelle Antibiotikaresistenztestung

Auf Muller-Hinton 1l Agarplatten 150 mm (Fa. Becton Dickinson) wurde eine
Bakteriensuspension mit einer ODsoo 0,5 aufgetragen und die MHK-Teststreifen (Fa.
Liofilchem S.r.l.) fir die 6 verwendeten Antibiotika aufgelegt. Nach ca. 18 Stunden
Inkubationszeit erfolgte die Ablesung und die Bewertung entsprechend der klinischen
Grenzwerte gemal EUCAST (v. 10.0) (7).

2.2.5 Datenauswertung

2.2.5.1 Sysmex

Die durch das Geréat erhobenen Daten sind direkt am Gerat einsehbar und zur weiteren
Bearbeitung mittels einer CSV-Datei in Excel Ubertragbar. So kbnnen Leukozyten-,
Bakterien- und Hefe-Zellzahlen und das Gram-Verhalten anhand des Gram-flags des
UF 5000 und die Leukozytenzahl und das Nitrit-Ergebnis des UC 3500 ausgewertet
werden. Die Scattergramme werden als PNG-Dateien abgespeichert. Scattergramme
sind Diagramme, in welchen die Untersuchungsergebnisse eines Partikels aus der
Probe aus jeweils zwei Messkanalen, wie zum Beispiel Vorwarts- oder
Seitwartsstreulicht, in einem Koordinatensystem gegeneinander aufgetragen werden.
Aus dem Verteilungsmuster kdnnen die Partikel einer Gruppe zugeordnet werden. Die
kulturelle Anzucht lieferte Ergebnisse Uber gefundene Erreger, Erregerzahl und
Hemmstoffe. Alle erhobenen Daten werden in einer Excel-Tabelle zusammengefiigt

und miteinander verglichen.
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2.2.5.2 MBT-ASTRA Assay

Mit Hilfe der MALDI Biotyper MBT-ASTRA Prototype Software (Bruker Daltonik GmbH,;
Bremen, Deutschland) ist es mdglich, die Daten des MALDI-TOF MBT-ASTRA Assay
automatisch auszuwerten. Hierbei handelt es sich um eine Prototyp-Software, die in
der freien Programmiersprache ,R“ geschrieben worden ist (34). Um die von der
MALDI-TOF MS erzeugten Spektren zu untersuchen, werden die jeweiligen Baseline-
Werte vom Messwert abgezogen und die Peaks auf den hochsten Intensitatswert
normalisiert. Diese relativen Intensitaten zwischen 0 und 1 wurden in 100 gleich grol3e
Bereiche unterteilt (Abstand 0,01). Die Anzahl Peaks oberhalb jedes Grenzwertes
werden zusammengezahlt und gegen den jeweiligen Grenzwert aufgetragen.
Anschlieend berechnet die Software daraus zu jedem Spektrum eine ,area under the
curve“ (AUC) (34-36). Dieser Wert spiegelt das Wachstum der Bakterien im Ansatz
wieder. Aus diesen Werten werden zu den jeweiligen vier Messungen pro Probe Box-
Plots generiert. Diese sind in Abbildung 3 gezeigt. Ein Ergebnis tGber dem Grenzwert
der AUC von 0,05 - verdeutlicht durch die rote Linie - zeigt ein Wachstum in der
untersuchten Probe an. Unterhalb des Grenzwerts lassen sich nicht genigend
bakterielle Proteine nachweisen. Wird der Grenzwert von 0,05 im Ansatz ohne
Antibiotikum nicht Uberschritten, kann die Probe nicht ausgewertet werden. Wird der
Grenzwert im Ansatz mit Antibiotikum nicht Gberschritten, wird das Bakterium als

empfindlich gegen dieses Antibiotikum klassifiziert.

Da manchmal auf Grund von Hintergrundrauschen die AUC durch die Software
falschlicherweise zu hoch angegeben wurde, erfolgte jeweils manuell eine visuelle

Kontrolle der Spektren und gegebenenfalls eine Korrektur.
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Abb. 3: Ausschnitt eines mittels der MALDI Biotyper MBT-ASTRA Prototype Software erstellten Box-Plots-
Diagramms

Die Ergebnisse des MBT-ASTRA Assay werden zusammen mit den Ergebnissen der
Voruntersuchungen mittels UC 3500 und UF 5000 in eine Excel-Tabelle eingetragen.
Dieser Tabelle werden dann die Ergebnisse der kulturellen Erregeridentifikation und

Erregerzahl und der Resistenztestung mittels MHK-Untersuchung hinzugefigt.
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3. Ergebnisse

Das Ziel der vorliegenden Arbeit war es, durch den Einsatz der MALDI-TOF
Massenspektrometrie (MS) die Urindiagnostik zu verbessern und eine schnellere
Antibiotikaresistenztestung uropathogener Erreger aus Urinen zu ermdglichen. Fir
eine Vorselektion relevanter Urinproben fir die MALDI-TOF MS Untersuchung wurden
vollautomatische Durchflusszytometrie- und Urinanalysesysteme genutzt, die einen
hohen Probendurchsatz im Routinelabor erlauben. Dabei wurden Urinproben (i) auf
Gram-negative Erreger mit hoher Erregerzahl und (ii) auf eine Leukozyturie als
Zeichen einer Infektion untersucht. Im Folgenden werden daher in einem ersten Teil
zuerst die Ergebnisse der Untersuchung des vollautomatisches klinisch-chemisches
Urinanalysesystem UC 3500 (Firma Sysmex) und des Durchflusszytometers UF 5000
(Fa. Sysmex) dargestellt. Im zweiten Teil dieses Kapitels wird die Auswertung der
Antibiotikaresistenz-Bestimmung mittels MALDI-TOF MS-gestutzter ASTRA-Methode

vorgestellt.

3.1 Automatische Untersuchung der Urinproben

Das vollautomatische klinisch-chemische Urinanalysesystem UC 3500 und das
Durchflusszytometer UF 5000 wurden durch einen Methodenvergleich mit
konventioneller Urindiagnostik validiert. Der Fokus der Untersuchung lag dabei auf den
Mdoglichkeiten, die Urindiagnostik zu verbessern und zu beschleunigen. Des Weiteren
sollte ein Algorithmus gefunden werden, mit dem sich die Urine herausfiltern lassen,
die fur die schnelle Antibiotikatestung mittels MALDI-TOF MS geeignet sind.

3.1.1 Untersuchte Urinproben

Im Zeitraum von Mitte Juli bis Ende September 2019 wurden 3017 Ruckstellproben
von Patientenurinen konsekutiv gesammelt und mit Hilfe des UC 3500 und des UF
5000 (Firma Sysmex) untersucht. Alle Proben waren anonymisiert und es wurden
keine weiteren klinischen Daten erhoben.

Eine Unbedenklichkeitsbescheinigung durch die Ethikkommmission des Klinikums der
Universitat liegt fur diese Untersuchungen vor (417-16 UE/2016).

Die eingesendeten Materialen sind der untenstehenden Tabelle 6 zu entnehmen.
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Material Anzahl

Mittelstrahlurin 1463
Dauerkatheter-Urin 1376
Urin (nicht weiter spezifiziert) 98
Einmalkatheter-Urin 66

Nierenfistel-Urin
Punktat-Urin
Exprimaturin

N &~|00

Tab. 6: Ubersicht tiber die eingesendeten Materialien

Fur die Studie konnten 2976 Urinproben ausgewertet werden und 41 wurden
ausgeschlossen (bei 17 war es auf Grund von zu wenig Material nicht mdglich, ein
Ergebnis vom UF 5000 zu erzielen, 24 Proben kamen nicht in Urin-Monovetten mit
Stabilisator).

3.1.2 Ergebnisse der Kulturuntersuchung

In 1565 Proben lieRen sich kulturell keine Erreger nachweisen. In 888 Proben wurde
ausschliel3lich oder zuséatzlich zu anderen Erregern Schleimhaut- oder Mischflora in
der Kultur gefunden, dabei in 372 Fallen weniger als 102 KBE/mL. In 1597 Urinproben

konnten Hemmstoffe nachgewiesen werden (52,9 %).

Erreger 2 103 Anzahl

E. coli 324

Candida non albicans 100
Enterococcus faecalis 97
Enterococcus faecium 89
Klebsiella pneumoniae 62
Candida albicans 60
Pseudomonas aeruginosa 55
Proteus mirabilis 42
Enterobacter cloacae 24
Streptococcus agalactiae 24
Staphylococcus epidermidis 22
Klebsiella oxytoca 21
Staphylococcus haemolyticus 21
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Erreger 2 10° Anzahl

Citrobacter species 21
Aerococcus urinae 14
Morganella morganii 14
Gram-negative Stabchen 12
Streptococcus anginosus 11
Sonstige 106

Tab. 7: Erreger der untersuchten Urinproben (nur fir 2 108 KBE/mL)

Die Tabelle 7 zeigt eine Aufstellung der Erreger, die in den untersuchten Urinproben
mit einer Erregerzahl = 10® KBE/mL gefunden wurden. Dabei war der haufigste Erreger
E. coli, der in 324 Urinproben ermittelt werden konnte. Unter den in der Tabelle 7 als
~oonstige“ aufgefuhrten Erregern sind 78 Gram-positiv, 27 Gram-negativ und 1 Hefe.
Des Weiteren konnten 457 Erreger mit nur < 10 KBE/mL nachgewiesen werden. Die

Nennung mehrerer Erreger pro Urin ist moglich.

Bei der Urindiagnostik findet eine quantitative Bestimmung der Bakterienzahl statt, um
zusammen mit dieser, der Leukozyturie und der Symptomatik des Patienten eine
Harnwegsinfektion zu diagnostizieren. Entgegen friherer Annahmen der signifikanten
Bakteriurie von 10° KBE/mL geht man heute auch bei niedrigeren Bakterienzahlen
schon von einer Signifikanz beim Vorliegen einer klinischen Symptomtik fir einen
Harnwegsinfekt aus (37-39). In der aktuellen Leitlinie wird ein Grenzwert von = 10°

KBE/mL angegeben (1), der auch hier als Grenzwert gewahlt worden ist.

3.1.3 Untersuchungen zur Leukozyturie

3.1.3.1 Vergleich der Leukozytenzdhlung mittels Durchflusszytometrie mit dem
Goldstandard der manuellen Mikroskopie mittels Neubauer-Zahlkammer

Um zu zeigen, wie sicher eine Leukozyturie mittels Durchflusszytometrie im direkten
Vergleich zur manuellen Mikroskopie mittels Neubauer-Zahlkammer ermittelt werden
kann, wurden beide Methoden bei 100 Urinen gegenubergestellt. Dabei wurden
kategorische Zuordnungen zu Fehlen oder Nachweis einer Leukozyturie unter
Zugrundelegung zweier unterschiedlicher Cut-off-Werte von 10 Leukozyten (Leu)/uL

und 25 Leukozyten/uL verglichen. Wie in Abbildung 4 und Abbildung 5 dargestellt, wies



3. Ergebnisse 29

die Durchflusszytometrie eine Sensitivitat von 87,9 % und eine Spezifitdt von 92,9 %
fur den Cut-off 10 Leukozyten/uL auf. Bei einem Grenzwert von 25 Leukozyten/uL
zeigte sich fur die Durchflusszytometrie gegentiber dem Goldstandard eine Sensitivitat
von 83,3 % und Spezifitat von 94,8 %. Fir den niedrigeren Grenzwert von 10
Leukozyten/uL lieR sich eine gute Ubereinstimmung des Durchflusszytometers UF

5000 mit der mikroskopischen Leukozytenzahlung, die als Goldstandard gilt, finden.

Mikroskopie mittels Neubauer-
Cut-off 10 Leu/pl Zahlkammer
Leukozyturie keine Leukozyturie
Leukozyturie 5 3 54
Durchflusszytometrie

UF 5000 i , 30 46
Leukozyturie

58 42 100

Abb. 4: Leukozyten-Nachweis mittels Durchflusszytometrie vs. manuelle Mikroskopie (Cut-off 10
Leukozyten/uL) Vergleich des Nachweises der Leukozyturie mittels des Durchflusszytometers UF 5000 gegenuber
dem Goldstandard der manuellen Mikroskopie mittels Neubauer-Zahlkammer bei einem Cut-off der Leukozyturie
von 10 Leukozyten/pL

Mikroskopie mittels

e Neubauer-Zihlkammer

Leukozyturie keine Leukozyturie

Leukozyturie 35 3 38
Durchflusszytometrie
UF 5000 e . - 62
Leukozyturie
42 58 100

Abb. 5: Leukozyten-Nachweis mittels Durchflusszytometrie vs. manuelle Mikroskopie (Cut-off 25
Leukozyten/uL) Vergleich des Nachweises der Leukozyturie mittels des Durchflusszytometers UF 5000 gegentber
dem Goldstandard der manuellen Mikroskopie mit Neubauer-Zahlkammer bei einem Cut-off der Leukozyturie von
25 Leukozyten/puL

3.1.3.2 UC 3500 vs. manuelle Urinteststreifen-Ergebnisse

In der klinischen Praxis vor Ort spielen Urinteststreifen u.a. zum Nachweis von
Leukozyturie und Bakteriurie eine bedeutende Rolle. Daher sollte auch der manuelle

Urinteststreifen mit einem automatisiert arbeitenden Gerat fur Urinteststreifen
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(UC3500) verglichen werden. Hierzu wurden 200 Proben zusatzlich zur Stix-
Untersuchung mittels UC 3500 per Hand mit Combur 9 Teststreifen (Fa. Roche)
untersucht. Der Fokus des Vergleichs lag auf den fir die Harnwegsinfektionen und den
gesuchten Algorithmus wichtigen Parametern Leukozytenesterase und Nitrit als
Surrogatmarker fur eine Leukozyturie und eine Bakteriurie. Auf Grund ihres schon
langzeitigen Einsatzes in der Praxis wurden die Combur 9 Teststreifen als etablierte

manuelle Methode als Vergleichsreferenz gewahlt.

Im Vergleich zum Goldstandard Combur 9 Teststreifen wies der Leukozyten-Nachweis
mittels UC 3500 eine Sensitivitat von 95,8 % und eine Spezifitdt von 89,1 % auf (Abb.
6).

Combur 9 Teststreifen
Leukozyturie keine Leukozyturie
Leukozyturie 63 14 82
Stixergebnis UC 3500
keine Leukozyturie 3 115 118
71 129 200

Abb. 6: Leukozyten-Nachweis mittels UC 3500 und Combur 9 Teststreifen

Abbildung 7 zeigt, dass sich bei der Bestimmung von Nitrit in den 200 untersuchten
Proben nur ein falsch-positives und ein falsch-negatives Ergebnis im Vergleich
zwischen den manuellen und den automatischen Urinteststreifen fanden. Dies

entspricht einer Sensitivitat und Spezifitat von 96,2 % bzw. 99,4 %.

Combur 9 Teststreifen
Nitrit positiv Nitrit negativ
Nitrit positiv 25 1 26
Stixergebnis UC 3500
Nitrit negativ 1 173 174
26 174 200

Abb. 7: Nitrit-Nachweis mittels automatischem Teststreifen System UC 3500 und Combur 9 Teststreifen

Es zeigte sich fur Nitrit eine sehr gute Ubereinstimmung der manuellen und der

automatisierten Methode fir die Untersuchung von Urinteststreifen. Far die
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Leukozyturie konnte eine sehr gute Sensitivitat nachgewiesen werden, allerdings fiel

eine Spezifitdt von knapp unter 90 % auf.

3.1.3.3 UF 5000 vs. UC 3500

In einer weiteren Versuchsreihe sollten die beiden Urin-Analysegeréte hinsichtlich der
Ergebnisse des Leukozyten-Nachweises untersucht werden. Um herauszufinden, wie
geeignet die Testung der Urinproben mit Hilfe eines automatisierten Urinteststreifens
im Vergleich zur Durchflusszytometrie ist, eine Leukozyturie festzustellen, erfolgte ein
Vergleich der Urinteststreifen-Ergebnis des UC 3500 mit dem Ergebnis der
Leukozytenzahl des Durchflusszytometers UF 5000 mit unterschiedlichen Cut-off-
Werten bei 10 Leukozyten/pL und 25 Leukozyten/uL. Die Durchflusszytometrie wurde
dabei als Referenztest verwendet. Dabei wurde der Stix als positiv gewertet, sobald
vom Gerét eine Farbreaktion auf dem Feld fur Leukozytenesterase detektiert werden
konnte. In die Auswertung gingen 2976 Urinproben ein. Es zeigte sich, dass eine
Leukozyturie bei einem Cut-off von 10 Leukozyten/puL vom Stix nur in 973 von 1564
Fallen richtig ermittelt werden konnte, woraus sich eine Sensitivitat von 62,2 % ergab
(Abb. 8). Bei einem Cut-off fuir Leukozyturie von 25 Leukozyten/pL stieg die Sensitivitat
auf 78,5 % an, wie der Abbildung 9 zu entnehmen ist. Die Spezifitdt sank von 97 % bei
einem Grenzwert von 10 Leukozyten/uL auf 93,4 % bei einem Grenzwert von 25
Leukozyten/uL. Auch bei dieser héheren Detektionsgrenze fir die Leukozyturie
zeichnete sich der Urinteststreifen durch eine recht geringe Sensitivitat im Vergleich
zur Durchflusszytometrie aus. Daher scheint die Durchflusszytometrie besser geeignet

zu sein, eine Leukozyturie zu erkennen, als Urinteststreifen.

Cut-off 10 Leu/pl Durchflusszytometrie UF 5000
Leukozyturie keine Leukozyturie
Leukozyturie a3 43 1016
Stixergebnis UC 3500
keine Leukozyturie 590 1370 1960
1564 1412 2976

Abb. 8: Leukozyten-Nachweis mittels Durchflusszytometrie vs. automatischem Teststreifen-System (Cut-
off 10 Leukozyten/uL) Nachweis der Leukozyturie durch das Durchflusszytometer UF 5000 gegeniiber dem
Teststreifen-Ergebnis des UC 3500 bei einem Cut-off fiir Leukozyturie von 10 Leukozyten/uL
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Cut-off 25 Leu/pl Durchflusszytometrie UF 5000
Leukozyturie keine Leukozyturie
Leukozyturie Eititi] 128 1016
Stixergebnis UC 3500
keine Leukozyturie 237 1723 1960
1131 1845 2976

Abb. 9: Leukozyten-Nachweis mittels Durchflusszytometrie vs. automatischem Teststreifen-System (Cut-
off 25 Leukozyten/uL) Nachweis der Leukozyturie durch das Durchflusszytometer UF 5000 gegentiber dem
Teststreifen-Ergebnis des UC 3500 bei einem Cut-off fir Leukozyturie von 25 Leukozyten/pL

3.1.4 Untersuchung zum Zusammenhang zwischen der Leukozyturie und dem

Erregernachweis

In dem neuen Qualitatsstandard zur mikrobiologisch-infektiologischen Diagnostik
(MiQ) von Harnwegsinfektionen (6) spielt der Nachweis einer Leukozyturie eine
wichtige Rolle, um neben der bisher als alleinigem Parameter verwendeten
Erregerzahl das Vorliegen einer Harnwegsinfektion aus labortechnischer Sicht zu
beurteilen (40, 41). Deshalb ist der Leukozytennachweis auch ein wichtiges Kriterium
bei der Voruntersuchung fir eine schnelle Resistenztestung mittels MALDI-TOF MS.
In der neuen MIQ Harnwegsinfektionen (6) wird bei den isolierten Erregern zwischen
uropathogenen, potenziell uropathogenen Erregern und Bakterien der urogenitalen
Schleimhautflora unterschieden (Abb. 10). Wie von Oyaert et al (5) vorgeschlagen,
wurde in der neuen Leitlinie zum mikrobiologisch-infektiologischen Qualitatsstandard
zu Harnwegsinfektionen eine neue Strukturierung der Laborkriterien fir eine
Harnwegsinfektion sowie eine Vereinheitlichung der mikrobiologischen Urin-Befunde
angestrebt. Diese Strukturierung der Laborkriterien ist auch der in dieser Arbeit

angewendeten Auswertung zugrunde gelegt (6). Auf dieser Basis wurde der
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Zusammenhang zwischen der Leukozytenzahl, dem Erregernachweis und dem

eingesendeten Material untersucht.

uropathogene Erreger potentiell uropathogene urogenitale Hautflora
Erreger

= Enterobacterales, u.a.: « Staphylococcus aureus * Haemophilus sp.

» E. coli « Enterokokken « VergrunendeStreptokokken
e Klebsiella sp. + Hefen (Candida sp.) « Neisseria sp.
* Proteus sp. + Aerococcus urinae « Lactobacillus sp.
e Morganella sp. « Aerococcus sanguinicola « Koag. neg. Staphylokokken
e Providencia sp. + Actinotignum schaalii (auBer S. saprophyticus)
 Enterobacter sp. « Corynebacterium urealyticum = Corynebacterium sp.
e Citrobacter sp. (auler C. urealyticum)

» Pseudomonas aeruginosa = Aerococcus sp. (aufser

« Staphylococcus saprophyticus A. urinae und A. sanguinicola)
* B-hamolysierende Streptokokken

der Gruppe A und B

Abb. 10: Haufig in Urinproben gefundene Erreger und deren Zuordnung (6)

Zuerst sollte gezeigt werden, ob unterschiedliche Leukozytenzahlen in den Urinproben
nachweisbar sind in Abhangigkeit davon, ob (i) ein uropathogener oder potenziell
uropathogener Erreger kulturell gefunden wurde oder (ii) ob ein Nachweis von
Normalflora oder kein kulturelles Wachstum gelang. Die Abbildung 11 zeigt die
entsprechenden Ergebnisse. In diese Ergebnisse gingen fur Urine mit potenziell
uropathogenen Erregern, Normalflora oder keinem Wachstum nur die Erreger ein, in
welchen keine Hemmestoffe nachgewiesen werden konnten. Dadurch konnten Urine
von Patienten, die bereits mit Antibiotika behandelt worden sind, und somit ein falsch
niedriges Erregerwachstum ausgeschlossen werden. 42 % der Urine mit Normalflora
oder ohne kulturelles Wachstum zeigten eine Leukozyturie, wenn man einen
Grenzwert fur Leukozyturie von 10 Leukozyten/uL festlegt. Bei uropathogenen und
potenziell uropathogenen Erregern waren es hingegen ca. 84 % mit einer
infektiologisch relevanten Leukozyturie von = 10 Leukozyten/pL. Bei 56 % der Urine
dieser Gruppe lieR sich sogar eine Leukozytenzahl von tUber 100 Leukozyten/pL
nachweisen. Es fanden sich demnach sowohl bei Urinen mit Erregernachweis als auch
bei Urinen mit Normalflora oder ohne kulturelles Wachstum eine Leukozyturie. Dies
war aber bei Urinen mit Erregernachweis haufiger der Fall und die Leukozytenzahl fiel

héher aus.
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Abb. 11: Leukozytenzahl in Urinen mit uropathogenen oder potenziell uropathogenen Erregern vs. Urinen
mit Normalflora oder ohne Wachstum

Des Weiteren sollte untersucht werden, ob ein Unterschied in der Leukozyturie
besteht, wenn entweder uropathogenen oder potenziell uropathogenen Erregern
nachweisbar sind. Dabei fand sich eine deutlich héhere Leukozytenzahl bei Urinen mit
uropathogenen Erregern. Diese Ergebnisse zeigt Abbildung 12. So betrug der Median
der Leukozyten in Urinen mit uropathogenen Erregern 259,6 Leukozyten/pL, aber nur

44,4 Leukozyten/pL fur Urine mit potenziell uropathogenen Erreger.
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Abb. 12: Leukozytenzahl der Urine mit uropathogenen und potenziell uropathogenen Erregern

Ein Unterschied in der Verteilung der Leukozytenzahl liel3 sich des Weiteren auch in

Abhéngigkeit von der Erregerzahl uropathogener oder potenziell uropathogener
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Erreger nachweisen. Wie in Abbildung 13 dargestellt, fanden sich bei einem
Erregernachweis von < 10* KBE/mL Erregern in 64,2 % der untersuchten Urinproben
eine Leukozytenzahl = 10 Leukozyten/pL (Kklinisch relevante Nachweisgrenze). Dies
war bei einem Erregernachweis = 10° KBE/mL dagegen in 93 % der Fall.

> 100 #
, 51bis100 [
§ 25bis50
g 10 bie 24 ‘ Cut-dff 25 Leukpzyten/pL
3 o1 R Cut-gff 10 Leukpzyten/pL
ok

0% 10% 20% 30% 40% 50% 60% 70%

prozentualer Anteil der Urine

® Urine mit Erregernachweis = 10° KBE/ml

® Urine mit Erregernachweis < 10* KBE/ml

Abb. 13: Leukozytenzahlen von Urinen mit uropathogenen und potenziell uropathogenen Erregern in
Abhangigkeit von der Erregerzahl

Insgesamt lie3en sich bei Urinen mit Normalflora oder ohne kulturelles Wachstum
niedrigere Leukozytenzahlen nachweisen als bei Urinen, aus denen ein
Erregernachweis gelang. Dabei zeigte sich allerdings, dass die Leukozytenzahl auch
hier abhangig davon war, welcher Erreger gefunden wurde und wie hoch die
Erregerzahl war. Urine mit niedrigeren Erregerzahlen und Urine mit potenziell

uropathogenen Erregern hatten im Vergleich niedrigere Leukozytenzahlen.

Im Folgenden sollte untersucht werden, wie sehr die Leukozytenzahl zwischen den
unterschiedlichen Probenmaterialien variiert. In Abbildung 14 ist ersichtlich, wie sich
die Leukozytenzahlen in Urinproben ohne Hemmstoffe verhielten, in denen sich
Normalflora oder kein Kkulturelles Wachstum nachweisen lieRen. Urine mit
Hemmstoffen wurden nicht ausgewertet, um einen Effekt durch eine vorbestehende
Antibiotikatherapie oder sonstige Hemmstoffe auszuschliel3en. Der Median lag bei 4,7
Leukozyten/uL in Materialien von Mittelstrahlurinen und 8,6 Leukozyten/pL in

Urinproben aus Dauerkathetern.
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Ebenso war der kumulative Anteil der Urine mit Leukozyturie bei einem Grenzwert von
10 Leukozyten/pL bei Urinen, die aus Mittelstrahlurinen stammten, mit 38,9 % niedriger

als bei Urinproben aus Dauerkathetern mit 45,6 %.
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B Normalflora und kein Wachstum aus Dauerkatheter-Urinen

B Normalflora und kein Wachstum aus Mittelstrahlurinen

Abb. 14: Vergleich zwischen Urinen mit Normalflora und ohne kulturelles Wachstum in Abhangigkeit vom
Probenmaterial Es gingen nur Urine ohne Hemmstoffe in die Auswertung ein.

Abbildungen 15 und 16 zeigen die Verteilungen der Leukozytenzahlen in Urinen mit
uropathogenen und potenziell uropathogenen Erregern. Ebenso wie oben bei Urinen
mit Normalflora und ohne kulturelles Wachstum fand sich auch hier eine erhdhte
Leukozytenzahl bei Urinen aus Dauerkathetern. Bei Mittelstrahlurinen betrug der Wert
des Medians der Leukozytenzahl 206,2 Leukozyten/pL bei Urinen mit uropathogenen
Erregern und 20,8 Leukozyten/pL bei Urinen mit potenziell uropathogenen Erregern.
Diese Werte erhdhten sich auf 369,8 Leukozyten/uL bei Urinen mit uropathogenen
Erregern und auf 57 Leukozyten/uL bei potenziell uropathogenen Erregern, wenn die
Urine aus Dauerkathetern stammten. In den Abbildungen 15 und 16 sieht man, dass
der Anteil an Urinen mit Leukozyturie mit Cut-off 10 Leukozyten/pL 83,4 % bei Urinen
mit uropathogenen Erregern aus Mittelstrahlurinen (bei potenziell uropathogenen
Erregern 61,5 %) betrug und bei Urinen aus Dauerkathetern dagegen 96,8 % (bei

potenziell uropathogenen Erregern 82,1 %).
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Abb. 15: Leukozytenzahl in Urinen mit uropathogenen Erregern in Abhéangigkeit vom Probenmaterial
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Abb. 16: Leukozytenzahl in Urinen mit potenziell uropathogenen Erregern in Abh&angigkeit vom
Probenmaterial

Damit konnte in dieser Studie gezeigt werden, dass die Leukozytenzahl in Urinen aus
Dauerkathetern héher ist als aus Mittelstrahlurinen. Dies konnte unabhéngig von dem
im Urin gefundenen bakteriellen oder Pilz-Wachstum bestatigt werden. Des Weiteren
lieBen sich auch Leukozyten in Urinen ohne kulturelles Wachstum nachweisen, wobei
es sich um eine Art ,Hintergrundrauschen® handeln konnte. Eine andere Erklarung
ware eine Infektion mit Erregern, die sich mit den Ublichen Routinetechniken kulturell

nicht nachweisen lassen (z.B. Ureaplasmen).
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Ein Nachweis einer erhohten Leukozytenzahl ist ein Hinweis auf eine Infektion. Bei
einem Harnwegsinfekt kommt es dann zu einer Leukozyturie. Bei einem kulturellen
Nachweis von Mikroorganismen ohne eine Leukozyturie liegt aus labordiagnostischer
Sicht eine Kontamination der Urinprobe oder eine Kolonisation der Harnwege vor.
Dennoch ist eine Infektion nicht vollkommen auszuschliel3en; jedoch war im Rahmen
dieses Labor-Methodenvergleiches die Erhebung und Auswertung klinischer Daten
nicht vorgesehen. Deshalb wurde die folgende Auswertung unter labortechnischen

Gesichtspunkten durchgefuhrt.

Insgesamt wurden in dieser Studie 2976 Urinen ausgewertet. Jeder Erregernachweis
von uropathogenen oder potenziell uropathogenen Erregern wurde bertcksichtigt,
wenn er bei 2 10° KBE/mL lag. Die Auswertung wurde anhand von zwei Cut-off-Werten
fur die Leukozyturie (10 Leukozyten/puL und 25 Leukozyten/pL) durchgefihrt.

Die Kontaminationsrate wird dabei nach folgender Formel berechnet:

Anzahl Urine mit (potenziell) uropathogenen Erregern ohne Leukozyturie

Kontaminationsrate =
Anzahl aller Urine mit (potenziell) uropathogenen Erregern

Die Kontaminationsrate fur uropathogene Erreger betrug bei einem Cut-off von 10
Leukozyten/uL 12 % und 20,4 % fur 25 Leukozyten/uL. Wenn man das
Urinteststreifen-Ergebnis betrachtet, ergab sich mit 21,1 % eine A&hnliche
Kontaminationsrate wie bei einem Grenzwert von 25 Leukozyten/pL. Betrachtet man
potenziell uropathogene Erreger, so lag die Kontaminationsrate bei 26,1 % fir einen
Grenzwert von 10 Leukozyten/uL und 40,2 % bei einem Grenzwert von 25
Leukozyten/uL. Bei einem Cut-off 10 Leukozyten/uL waren bei 13 Urinen mit
uropathogenen Erregern und bei 3 Urinen mit potenziell uropathogenen Erregern
zusatzlich 2 weitere Erreger nachweisbar (bei = 25 Leukozyten/uL 20 und 5 Urine),

was eine Kontamination sehr wahrscheinlich macht.

Des Weiteren wurde untersucht, ob es in den Kontaminationsraten einen Unterschied
zwischen den eingesandten Materialien Mittelstrahlurin und Dauerkatheter-Urin gibt,
wobei 1449 Mittelstrahlurine und 1352 Dauerkatheter-Urine ausgewertet wurden. Bei
Dauerkatheter-Urinen lag die Kontaminationsrate bei 3,2 % fir uropathogene Erreger.
Bei Mittelstrahlurinen dagegen betrug die Kontaminationsrate 16,6 % fur uropathogene
Erreger bei einem Cut-off von 10 Leukozyten/pL fir eine Leukozyturie.
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Bei einem Cut-off von 25 Leukozyten/uL lagen die Kontaminationsraten fir
uropathogenen Erreger bei 12,1 % bei Urinen aus Dauerkathetern und bei 24,6 % bei

Mittelstrahlurinen.

Betrachtet man potenziell uropathogene Erreger, so betrugen die Kontaminationsraten
bei einem Cut-off von 10 Leukozyten/uL 17,9 % bei Urinen aus Dauerkathetern und
39 % bei Mittelstrahlurinen. Bei einem Cut-off von 25 Leukozyten/puL ergaben sich bei
Urinen aus Dauerkathetern Kontaminationsraten von 30,7 % und bei Mittelstrahlurinen
von 52,1 %. Damit lagen die Kontaminationsraten, wie die Abbildung 17 im Uberblick
zeigt, bei Dauerkatheter-Urinen unter denen von allen Materialen und bei

Mittelstrahlurinen dariber.

] Uropathogene Erreger Potenziell uropathogene Erreger
ut-o
Leukozyturie Alle . " Dauerkatheter- Alle . . Dauerkatheter-
Materialien Mittelstrahlurine Urine Materialien Mittelstrahlurine Urine
2 10 Leu/pl 12 16,6 3,2 26,1 39 17,9
z 25 Leulpl 20,4 24,6 12,1 40,2 52,1 30,7

Abb. 17: Kontaminationsraten (in Prozent) bei uropathogenen und potenziell uropathogenen Erregern in
Abhangigkeit vom Probenmaterial

Abbildung 18 zeigt exemplarisch die Verteilung der Erregerzahlen in der Kultur, die bei
einem Cut-off von 10 Leukozyten/uL keine Leukozyturie aufwiesen (n=137).
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Abb. 18: Urinproben mit Erreger-Nachweis ohne Leukozyturie Darstellung der Urinproben mit Nachweis von
uropathogenen oder potenziell uropathogenen Erregern ohne Nachweis einer Leukozyturie bei einem Grenzwert
von 10 Leukozyten/pL
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95,4 % der Urine ohne Leukozyturie zeigten kein Wachstum mit einem uropathogenen
Erreger. Wenn man potenziell uropathogene Erreger hinzuzieht, wiesen 90,3 % der

Urine ohne Leukozyturie kein kulturelles Wachstum oder Normalflora auf.

Insgesamt lie3en sich fur potenziell uropathogene Erreger bei beiden Cut-offs héhere
Kontaminationsraten nachweisen als bei uropathogenen Erregern. Bezogen auf die
Materialien zeigten sich fur Dauerkatheter-Urine niedrigere Kontaminations- bzw.

Kolonisationsraten.

3.1.5 Bakterienzahl

Bei der Vorauswahl der Urine fur die Antibiotikaresistenztestung mittels MBT-ASTRA
Assay ist es vor allem wichtig, dass die hohen Bakterienzahlen gut erkannt werden,
da diese fir den Test notwendig sind. Daher diente die nachste Versuchsreihe der
Klarung der Frage, wie gut die mit Hilfe des Durchflusszytometers nachgewiesene
Bakterienzahl mit der kulturell nachweisbaren Bakterienzahl Ubereinstimmt. Im
Durchflusszytometer kdnnen Erregerzahlen = 103 KBE/mL erkannt werden. Es wurden
die kulturell und durchflusszytometrisch ermittelten Bakterienzahlen fir 2 10> KBE/mL
gegenubergestellt. 10° KBE/mL in der Kultur entsprechen = 100 Bakterien/pL in der
Durchflusszytometrie. Wie Abbildung 19 zeigt, konnten in 566 der 2976 untersuchten
Kulturen Erregerzahlen von = 10° KBE/mL festgestellt werde. Davon wurde in 510
Fallen im Durchflusszytometer ebenfalls eine Bakterienzahl = 10° KBE/mL ermittelt.
Dies entsprach einer Sensitivitat von 90,1 %. In 290 Urinproben hatte sich die vom UF
5000 gemessene Erregerzahl in der Kultur nicht bestétigt. Daraus ergab sich eine
Spezifitat von 88 %. Auf Grund der hohen Sensitivitat scheint diese Untersuchung als

Voruntersuchung fir die schnelle Antibiotikaresistenzbestimmung geeignet zu sein.

Koloniebildende Einheiten in der Kultur
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Bakierienzahl 210°
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2120

2176

366
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Abb. 19: Koloniebildende Einheiten in der Kultur vs. in der Durchflusszytometrie gefundene Bakterienzahl
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3.1.6 Gram-Féarbung

Das Durchflusszytometer UF 5000 ist, wie in Kapitel 2 beschrieben, in der Lage, mittels
Fluoreszenzmarkierung der Bakterien eine Aussage uber ihr Gram-Verhalten zu
treffen. In dieser Arbeit sollten fir die Antibiotikaresistenzbestimmung mittels MALDI-
TOF MS nur Gram-negative Bakterien untersucht werden, daher sollte der Gram-
negativ flag als Einschlusskriterium fur die MALDI-TOF MS Studie dienen. Im
Folgenden wird dargestellt, inwieweit man von dem Gram-flag des Gerates auf das
Gram-Verhalten der in der Kultur gewachsenen Bakterien schlieRen kann. Dieser
Vergleich wurde gewahlt, weil es fur die schnelle Antibiotikaresistenztestung mittels
MALDI-TOF MS wichtig ist, dass das Gram-Verhalten der Bakterien, das vom UF 5000
bestimmt wurde, mit den kulturell wachsenden Bakterien Ubereinstimmt und es sich
nicht um tote Bakterien handelt. Ein Gram-flag wurde vom UF 5000 nur dann gesetzt,
wenn mehr als 100 Bakterien/uL nachgewiesen werden konnten und somit eine
Bakterienzahl von > 10° KBE/mL vorlag. Des Weiteren fanden Kulturen keine
Berucksichtigung, die kein Wachstum oder nur Schleimhautflora oder Mischflora

enthielten. Insgesamt wurden 543 Urinproben untersucht.

Abbildung 20 zeigt den Unterschied in den Scattergrammen zwischen Proben mit

einem Gram-negativen und einem Gram-positiven flag.
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Abb. 20: Scattergramm eines Urins mit Gram-negativem flag (links oben), Gram-positivem flag (rechts
oben) und Gram-positiv/Gram-negativ flag (links unten)
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Gram-Verhalten der in der Kultur
kultivierten Erreger = 10°
Gram-positiv Gram-negativ
Gram-flag Gram-positiv 103 21 124
Durchflusszytometrie
UF 5000 Gram-negativ 4 246 250
107 267

Abb. 21: Gram-Verhalten der in der Kultur gefundenen Erregern gegeniiber dem Gram-flag des UF 5000
Dabei wurden nur Urine mit Nachweis lediglich eines Erregers in die Auswertung eingeschlossen. Urine mit sowohl
Gram-positiven als auch Gram-negativen Erregern mit 2105 KBE/mL und Urine mit Gram-positiv/negativ flag sind
in dieser Abbildung nicht enthalten.

In der Abbildung 21 sind die Ergebnisse des Vergleichs zwischen der Kultur und den
Gram-flags des UF 5000 dargestellt. Hierbei wurden nur Urine verwendet, in denen
entweder nur Gram-positive oder nur Gram-negative Erreger nachgewiesen werden
konnten. Von den 250 Urinproben, in denen ein Gram-negativ flag gesetzt worden ist,
konnte in 98,4 % mind. ein Gram-negativer Erreger in der Kultur gefunden werden.
Beim Gram-positiv flag lag die Ubereinstimmung bei 83,1 %. Daraus ergab sich eine
Rate falsch klassifizierter Urine von 1,6 % fur den Gram-negativ flag und 16,9 % fur
den Gram-positiv flag.

Insgesamt wurde bei den Untersuchungen - Gram-negative und Gram-positive
Erregermischungen mit einbezogen - nur in 6 Fallen ein Gram-negativ flag beobachtet,
das sich nicht in der Kultur bestatigen lie3. 35-mal wurde in der Kultur ein Gram-
negativer Erreger gefunden, der Urin aber zuvor vom UF 5000 nicht mit einem Gram-
negativ flag versehen worden war. 7 Erreger wurden als unklassifiziert
herausgegeben, der Rest als Gram-positiv. 77 Gram-positive Erreger wurden vom
Durchflusszytometer nicht erkannt und somit nicht mit einem Gram-positiv-flag
versetzt, 55 davon wurden als unklassifiziert herausgeben. Dabei hatten 8 tber 100
Bakterien/pL. 47-mal wurde ein Gram-positiver flag gesetzt, der sich in der Kultur nicht

bestétigen liel3.

Durch die insgesamt sehr gute Vorhersagekraft des Gram-negativ flags eignet sich die
Durchflusszytometrie, um eine Vorauswahl der Urine far die
Antibiotikaresistenzbestimmung von Gram-negativen Bakterien mittels MBT-ASTRA
Assay zu treffen.
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3.1.6 Zusammenfassung

Insgesamt lieR sich eine gute Ubereinstimmung der manuellen Methoden mit dem
vollautomatischen klinisch-chemischen Urinanalysesystem UC 3500 und dem
Durchflusszytometer UF 5000 der Firma Sysmex finden. Eine Verbesserung der
Urindiagnostik unter Bezugnahme auf die Leukozyturie wére mittels dieser

Untersuchungsmethoden maéglich.

Die Untersuchung einer Urinprobe auf eine Leukozyturie liel3 keinen sicheren
Ruckschluss auf den spateren kulturellen Nachweis eines uropathogenen oder
potenziell uropathogenen Erregers zu und ist somit alleine nicht als Screening-
Methode fur die Auswahl von Urinen fir die Antibiotikaresistenzbestimmung mittels
MADLI-TOF MS geeignet. Zusammen mit den Gram-flags und der Bakterienzahl
scheint die Durchflusszytometrie eine gute Moglichkeit fur eine Vorauswahl der Urine

mittels automatischer Untersuchung darzustellen.
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3.2 Ergebnisse der Resistenztestung mittels MALDI-TOF MS

Im Folgenden werden die Ergebnisse der Resistenztestung mittels MALDI-TOF MS
vorgestellt, die bereits Eingang in eine Publikation gefunden haben. (29) Der
momentane Standard der mikrobiologischen Untersuchung von Urinproben besteht
aus einer kulturellen Anzucht der Erreger und Beurteilung der Kulturplatten nach 24
Stunden Bebriutungszeit. Nach dieser Inkubation ist eine Identifikation der Erreger
moglich und eine Testung auf Antibiotikaresistenzen wird angeschlossen. Diese dauert
weitere 8-24 Stunden. Bis das abschliel3ende Ergebnis vorliegt, vergehen daher ca.
48 Stunden. Die Abbildung 22 zeigt einen Vergleich der Zeitdauer der konventionellen
Urindiagnostik und der maéglichen Resistenztestung mittels MALDI-TOF MS (MBT-
ASTRA Assay). Das Ziel der Arbeit war es, direkt aus Urinen mit einer Inkubationszeit
von nur ca. 4,5 Stunden ein Antibiogramm zu erstellen und so eine Beschleunigung

der Antibiotikaresistenztestung zu erreichen.

Konventionelle Antibiotikaresistenzbestimmung
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Abb. 22: Zeitlicher Ablauf der konventionellen Urindiagnostik und des MBT-ASTRA Assay (29)
Mit Hilfe des MBT-ASTRA Assay wird die Proteinproduktion von Bakterien

semiquantitativ beurteilt. Dazu wurden Urinproben abzentrifugiert und bei 37 °C mit

und ohne Antibiotikum inkubiert. Nach einer Inkubationszeit von 2,5 Stunden wurden
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die Bakterien lysiert und auf ein MALDI-Target aufgetragen. Mittels MALDI-TOF
Massenspektrometrie wurden Spektren generiert und anschlieRend durch die MALDI
Biotyper MBT-ASTRA Prototype Software der Fa. Bruker Daltonik ausgewertet. Dabei
wurde bei der Auswertung ein Grenzwert der berechneten AUC (area under the curve)
bei 0,05 zu Grunde gelegt. Es folgte eine Klassifizierung der Bakterien in sensibel und
resistent. Abbildung 23 verdeutlicht den Ablauf des MBT-ASTRA Assay schematisch.
In dieser Studie wurden die 6 Antibiotika Cefuroxim, Ciprofloxacin, Cotrimoxazol,
Fosfomycin, Meropenem und Nitrofurantoin getestet. Die verwendeten Antibiotika
werden teils zur Behandlung eines unkomplizierten Harnwegsinfekts und teils fur die

Therapie einer Pyelonephritis eingesetzt.
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Abb. 23: Ablauf des MBT-ASTRA Assay (29)
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3.2.1 Bestimmung der Antibiotikakonzentrationen

Antibiotikum Breakpoint MHK-Wert Konzentration im
gemall EUCAST (v. 10.0) Ansatz in mg/l
in mg/l (7)

Cefuroxim 8 32
Ciprofloxacin 0,5 0,5
Cotrimoxazol 4 8

Fosfomycin 32 64

Meropenem 8 8
Nitrofurantoin 64 64

Tab. 8: Verwendete Antibiotikakonzentrationen fir den MBT-ASTRA Assay

In einem ersten Schritt erfolgte eine Kalibrierung des Testsystems fur alle zu testenden
Antibiotika mit einer Austitrierung der Konzentration des Antibiotikums im
Probenansatz, bei dem eine korrekte Resistenzbestimmung gelang. Wie im Kapitel 2
beschrieben, wurden hierfir bekannt sensible und resistente Erreger aus der
Routinediagnostik verwendet. Als Test-Erreger dienten Escherichia coli, Klebsiella
pneumoniae, Proteus mirabilis und Serratia marcescens. In ersten Experimenten zur
Naherung an die effizienten Testkonzentrationen wurden die Breakpoint MHK-
Konzentrationen verwendet, wie sie von dem EUCAST (v. 10.0) angegeben werden
(7). Fur Ciprofloxacin, Meropenem und Nitrofurantoin konnte so bereits eine richtige
Unterscheidung zwischen sensiblen und resistenten Erregern getroffen werden. Fur
die anderen Antibiotika wurden die Konzentrationen jeweils verdoppelt, bis eine
Klassifikation der Erreger in sensibel und resistent moglich war. Aus Tabelle 8 kénnen
die jeweiligen Ergebnisse und Konzentrationen fur die weiteren Versuche entnommen
werden. Die angegebenen Breakpoint MHK-Konzentrationen beziehen sich auf
Enterobacterales. Die ebenfalls Gram-negativen Pseudomonaden sind nicht
berticksichtigt, da hier die Bebritungszeit von 2,5 Stunden nicht ausreichte, um bei
der MALDI-TOF MS eine positive Wachstumskontrolle zu erhalten (42).
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3.2.2 Resistenztestung mittels MBT-ASTRA Assay

3.2.2.1 Ubersicht

Patientenurinproben orc acid
Voruntersuchung Durchflusszytometrie oder Urinteststreifen
Leukozyturie und -
_ : Leukozyturie und
Gram-negativer flag i
MBT ASTRA Assay Vorbereitung der Proben und Reinigung
v
Inkubation bei 37°C fiir 2,5 Stunden
Lyse der Bakteri d Auft f MALDI-Target
yse der Bakterien uni uftragen au arge e
Ermittlung der MALDI-TOF MS Spektren der Proben Erreger-Identifikation
Auswertung der MALDI-Spektren MALDI-Antibiogramm

mittels MALDI Biotyper MS-ASTRA Prototype Software

Abb. 24: Arbeitsablauf MBT-ASTRA Assay inklusive der Voruntersuchungen

In Abbildung 24 ist der gesamte Arbeitsablauf von der Patientenurinprobe bis zum
schlussendlichen Ergebnis des Antibiogramms dargestellt. Auf Grund der fehlenden
Automatisation des hier verwendeten Tests war zunachst eine Voruntersuchung der
Urine notig. Hierzu erfolgte ein Screening auf Urine, die Gram-negative Erreger
enthielten. Als Marker wurde der Gram-negativ flag des UF 5000 bzw. ein positiver
Nachweis von Nitrit verwendet. Da des Weiteren nur Urine mit einer tatsachlichen
Infektion untersucht werden sollten, wurden die Urinproben aul3erdem auf das
Vorhandensein einer Leukozyturie hin untersucht. So konnten Urine mit Erregern auf
Grund einer Kolonisation oder Kontamination ausgeschlossen werden. Anhand der
Spektren in der Wachstumskontrolle war eine Erregeridentifikation mittels MALDI-TOF
MS moglich. Das Antibiogramm wurde dann mittels Auswertung durch die MALDI
Biotyper MBT-ASTRA Prototype Software erstellt (im Folgenden als MALDI-
Antibiogramm bezeichnet) (34), analog wie es in vorherigen Einsatz zur direkten

Resistenztestung aus positiven Blutkulturen genutzt wurde (33).
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Insgesamt wurden 1917 Urine voruntersucht; 1022 mittels Durchflusszytometrie und
895 mittels Urinteststreifen. Mit Hilfe der oben beschriebenen Kriterien konnten 198
Urine gefunden werden, die mittels MBT-ASTRA Assay untersucht wurden (Abb. 25).

Urinproben insgesamt

<

Durchflusszytometrie . Urinteststreifen

\
N,
N

4
@ —_ @ — . 4
Ausschluss Ausschluss

Leukozyturie und  Leukozyturie und
Gram-negativer flag Nitrit-pasitiv

<> <
-

@ Urinproben, mit denen ein MBT-ASTRA Assay durchgefihrt wurde

¥ X

Proben mit . .
MALDI-Antibiogramm o Kein MALDI-Antibiogramm erstellbar

Abb. 25: Flussschema der Probenauswahl mit daraus resultierenden Ergebnissen (29)

Von den 198 mittels MBT-ASTRA Assay untersuchten Urinproben konnte in 105 Féllen
ein MALDI-Antibiogramm erstellt werden. Dabei wurde in 95 Urinen jeweils ein
schnellwachsender Gram-negativer Erreger gefunden. In 10 Fallen liel3en sich

mehrere Erreger nachweisen. Tabelle 9 zeigt die als Monokultur gefundenen Erreger.
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Erreger Anzahl Urine

E. coli 66

Klebsiella pneumoniae

Proteus mirabilis

Enterobacter cloacae

Klebsiella aerogenes

Klebsiella oxytoca

Serratia marcescens

Citrobacter freundii

Citrobacter koseri

Morganella morganii

Rl R R RN W w Mo N

Serratia liquefaciens

Tab. 9: Erreger mit MALDI-Antibiogramm Urine mit mehreren Gram-negativen Erregern sind nicht bertcksichtigt.
(29)

In 93 Fallen konnte kein MALDI-Antibiogramm erstellt werden. Die Tabellen 10 und 11

zeigen eine Ubersicht der in diesen Proben kulturell nachgewiesenen Erreger.

‘ Erreger Anzahl Bemerkung ‘
Bewertung mittels Pseudomonas aeruginosa 13
MALDI in 2,5 Mischflora und 12 5 davon 103
Stunden Schleimhautflora KBE/mL
Inkubationszeit kein Wachstum 8
nicht moglich Candida albicans 4
Corynebacterium species 3
Enterococcus faecium 2
Enterococcus faecalis 1
Gram-negative Stabchen 1
Staphylococcus haemolyticus 1
Lactobacillus species 1
Summe 46

Tab. 10: Erreger ohne MALDI-Antibiogramm | Ubersicht iiber die in der Kultur gefundenen Erreger aus Urinen,
aus denen kein Antibiogramm mittels MALDI-TOF MS generiert werden konnte, weil man kein Wachstum innerhalb
von 2,5 Stunden erwarten wirde
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Dabei zeigt die Tabelle 10 diejenigen der 93 Isolate, deren Spezies aufgrund ihres
bekannt langsamen Wachstums innerhalb der 2,5 Stunden Inkubationszeit keine
aussagekraftigen Wachstum-Differenzen im MBT-ASTRA Assay erwarten lie3en.
Unter diesen 46 Fallen war Pseudomonas aeruginosa, der in 13 Urinproben gefunden
wurde, am haufigsten. In acht Urinproben konnte trotz Bakterien- und Leukozyturie-

Nachweis in der Durchflusszytometrie kein kulturelles Wachstum nachgewiesen

werden.
‘ Erreger ‘ Anzahl Bemerkung
Bewertung mittels E. coli 34 8 davon 10%
MALDI in 2,5 KBE/mL
Stunden 10 davon
Inkubationszeit Hemmstoffe
moglich Enterobacter cloacae 4 1 davon
Hemmstoffe
Proteus mirabilis 4 1 davon 10*
KBE/mL
1 davon
Hemmstoffe
Klebsiella pneumoniae 1 1 davon 1034
KBE/mL
Klebsiella pneumoniae 1 1 davon
und Citrobacter freundii Hemmstoffe
Serratia marcescens 1
Klebsiella oxytoca 1
Proteus vulgaris 1
Summe 47

Tab. 11: Erreger ohne MALDI-Antibiogramm Il Ubersicht tiber die in der Kultur gefundenen Erregern aus Urinen,
aus denen kein Antibiogramm mittels MALDI-TOF MS generiert werden konnte, obwohl man ein Wachstum
innerhalb von 2,5 Stunden erwarten wiirde

Tabelle 11 zeigt dagegen Erreger aus 47 Urinproben, bei denen man ein Antibiogramm
mittels MALDI-TOF MS in der Inkubationszeit von 2,5 Stunden erwartet hatte. In 10
Fallen lag die Erregerzahl bei < 10° KBE/mL und damit unter der fiir den MBT-ASTRA

Assay ublich eingesetzten Erregerzahl. In 13 Fallen lie3en sich zudem Hemmstoffe
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nachweisen, die auf eine Behandlung des Patienten mit Antibiotika hinweisen und die

Wachstumseigenschaften der Bakterien im MBT-ASTRA Assay negativ beeinflussen.

Bei den durchflusszytometrisch untersuchten Urinen ergaben sich fur Urine, bei denen
der MBT-ASTRA Assay funktioniert hat, eine mediane Leukozytenzahl von 450,3
Leukozyten/uL und eine mediane Bakterienzahl von 19604,4 Bakterien/uL.
Dahingegen lagen die Mediane bei Urinen, bei denen ein Antibiogramm mittels MBT-
ASTRA Assay nicht moéglich war, bei 494,4 Leukozyten/pL und 3976,6 Bakterien/pL.
Bei den Proben mit Erregern, bei denen ein erfolgreiches Antibiogramm zu erwarten
ware, lagen die medianen Leukozytenzahlen bei 798,3 Leukozyten/uL und die

medianen Bakterienzahlen bei 4552,2 Bakterien/pL.

Abbildung 26 zeigt schematisch den Aufbau der nachfolgenden Diagramme.

=
(6]

resistent

major error

=
o

MHK-Werte in mg/L
(92}

minor error

sensibel

sensibel gemak MALDI-Antibiogramm resistent gemaR MALDI -Antibiogramm
Urinproben

Abb. 26: Schematische Darstellung der nachfolgenden Diagramme Auf der X-Achse ist das MALDI-AST
Ergebnis und auf der Y-Achse der MHK-Wert des MHK-Testreifens dargestellt. Resistente und sensible MALDI-
AST Ergebnisse sind durch die schwarze Linie getrennt. Der Breakpoint des MHK-Werts wird durch die blaue Linie
gekennzeichnet. Ergebnisse im linken unteren und im rechten oberen Quadraten stellen richtig klassifizierte Proben
dar, wahrend sich falsch-sensible Ergebnisse (major errors) im linken oberen Quadranten und falsch-resistente
Ergebnisse (minor errors) im rechten unteren Quadranten darstellen.
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3.2.2.2 Cefuroxim

Im Folgenden werden die Ergebnisse der Antibiogramme fir Cefuroxim mittels MBT-
ASTRA Assay dargestellt. Dabei gibt es laut EUCAST nur fur E. coli, Klebsiella spp.
(auRBer Klebsiella aerogenes), Raoultella species und Proteus mirabilis MHK-
Breakpoints (7) und nur diese Erreger gingen in die Auswertung ein. Insgesamt wurden
von 11 resistenten Erregern 8 durch den MBT-ASTRA Assay als resistent
herausgegeben. Dadurch lag die Rate richtig als resistent bestimmter Isolate bei
72,7 %. Bei 3 E. coli-Isolaten kam ein falsch sensibles Ergebnis zustande. Bei diesen
Erregern lagen die MHK-Werte einmal bei 24 und zweimal bei 12 mg/L und damit
knapp Uber dem MHK-Breakpoint von 8 mg/L. Von 68 Erregern, die einen MHK-Wert
unter dem Breakpoint aufgewiesen haben, wurden 55 auch durch den ASTRA Assay
als sensibel klassifiziert, weshalb die Rate richtig-sensibel bestimmter Isolate 80,9 %
betrug. In 13 Fallen war das Ergebnis falsch resistent. Dabei handelte es sich 9-mal
um E. coli, 3-mal um Klebsiella oxytoca und einmal um ein Proteus mirabilis-Isolat. Die
zwei Erreger mit einem grenzwertigen MHK-Wert bei 8 mg/L wurden nochmals mittels
MHK-Teststreifen wiederholt, im Wert bestatigt und gingen als sensibel in die
Bewertung ein. Abbildung 27 zeigt die MALDI-Antibiogrammergebnisse im Vergleich

zu den MHK-Werten, die durch die MHK-Teststreifen ermittelt wurden.
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Abb. 27: MHK-Werte und MALDI-Antibiogrammergebnis in den Urinproben fir Cefuroxim Jeder Urinprobe
(auf der X-Achse) ist der jeweilige MHK-Wert des MHK-Testreifens (auf der Y-Achse) zugeordnet. Dabei
reprasentiert jeder Punkt eine Urinprobe. Griine Punkte zeigen ein sensibles Ergebnis und rote Punkte ein
resistentes Ergebnis des MBT-ASTRA Assay an (getrennt durch schwarze Linie). Der Breakpoint des MHK-Werts
liegt bei 8 mg/L (blaue Linie). (29)



54 3. Ergebnisse

3.2.2.3 Ciprofloxacin

Es wurden 95 Urine mittels MBT-ASTRA Assay auf eine Resistenz der Erreger gegen
Ciprofloxacin getestet. Die Ergebnisse sind in Abbildung 28 dargestellt. Dabei wurden
12 mittels konventioneller Resistenztestung resistent getestete Isolate auch durch den
MBT-ASTRA Assay resistent klassifiziert. Dies entsprach einer Rate richtig-resistent
klassifizierter Isolate von 100 %. Einer der Erreger, der mittels MALDI-TOF MS als
resistent getestet wurde, zeigte in der MHK-Bestimmung mittels MHK-Teststreifen ein
intermediares Ergebnis. Dieses ging als sensibel in die Auswertung ein. In der MHK-
Testung wurden 83 Erreger sensibel bestimmt. In der Resistenztestung mittels MALDI-
TOF MS wurden davon 79 als sensibel klassifiziert. Dies ergab eine Rate richtig-
sensibel bestimmter Isolate von 95,2 %. 4 wurden resistent getestet. Bei zwei Erregern
zeigten sich ein MHK-Ergebnis von 0,25 mg/L, was genau dem Grenzwert entspricht.
Bei einer Wiederholung des Testes konnte ein Wert bestatigt werden, der andere

zeigte mit 0,38 mg/L ein intermediares Ergebnis.
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Abb. 28: MHK-Werte und MALDI-Antibiogrammergebnis in den Urinproben fiir Ciprofloxacin Jeder Urinprobe
(auf der X-Achse) ist der jeweilige MHK-Wert des MHK-Testreifens (auf der Y-Achse) zugeordnet. Dabei
représentiert jeder Punkt eine Urinprobe. Grine Punkte zeigen ein sensibles Ergebnis und rote Punkte ein
resistentes Ergebnis des MBT-ASTRA Assay an (getrennt durch schwarze Linie). Die Breakpoints der MHK-Werte
liegen bei 0,25 und 0,5 mg/L (blaue Linien). (29)
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3.2.2.4 Cotrimoxazol

Insgesamt erfolgte eine Untersuchung von 92 Urinproben mit Hilfe des MBT-ASTRA
Assay beziglich einer Resistenz gegen Cotrimoxazol. Dabei wurden alle 15 mittels
MHK-Bestimmung resistenten Erreger auch vom MBT-ASTRA Assay als resistent
gewertet, was einer Rate richtig resistenter klassifizierter Isolate von 100 % fihrte.
Insgesamt wurden, wie in Abbildung 29 dargestellt, von den 76 sensiblen Erregern 6
falschlicherweise als resistent erkannt. Dies ergab eine Rate richtig sensibel getesteter
Proben von 92,1 %. Bei den 6 falsch klassifizierten Isolaten handelte es sich 4-mal um

E. coli und jeweils einmal um Klebsiella pneumoniae und Enterobacter cloacae.
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Abb. 29: MHK-Werte und MALDI-Antibiogrammergebnis in den Urinproben fur Cotrimoxazol Jeder Urinprobe
(auf der X-Achse) ist der jeweilige MHK-Wert des MHK-Testreifens (auf der Y-Achse) zugeordnet. Dabei
représentiert jeder Punkt eine Urinprobe. Griine Punkte zeigen ein sensibles Ergebnis und rote Punkte ein
resistentes Ergebnis des MBT-ASTRA Assay an (getrennt durch schwarze Linie). Die Breakpoints der MHK-Werte
liegen bei 2 und 4 mg/L (blaue Linien). (29)
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3.2.2.5 Fosfomycin

Im Folgenden werden die Ergebnisse des MBT-ASTRA Assay in Bezug auf eine
Resistenz der Erreger gegen Fosfomycin dargestellt. Fur eine alleinige Anwendung
von Fosfomycin bei Harnwegsinfektionen gibt es laut EUCAST nur einen MHK-
Breakpoint fur E. coli (7). Alle 66 mittels konventioneller MHK-Testung sensibel
getesteten E. coli-Isolate wurden auch mittels MBT-ASTRA Assay richtig klassifiziert,
was eine Rate richtig-sensibel getesteter Isolate von 100 % ergab (Abb. 30).
Resistente E. coli-Isolate konnten in dieser Studie nicht gefunden werden.
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Abb. 30: MHK-Werte und MALDI-Antibiogrammergebnis in den Urinproben fiir Fosfomycin fur E. coli Jeder
Urinprobe (auf der X-Achse) ist der jeweilige MHK-Wert des MHK-Testreifens (auf der Y-Achse) zugeordnet. Dabei
reprasentiert jeder Punkt eine Urinprobe. Griine Punkte zeigen ein sensibles Ergebnis. Die Breakpoints der MHK-
Werte liegen bei 32 mg/L (blaue Linie). (29)

Bei schweren Infektionen aufRerhalb der Harnwege kann Fosfomycin in
Kombinationstherapie gegeben werden (43), woflur es MHK-Breakpoints des EUCAST
gibt (v. 10.0) (7). Unter Verwendung der Grenzwerte fur E. coli haben andere
Enterobacterales folgende Ergebnisse gezeigt (Abb. 31). Von 6 Urinen, die mittels
MHK-Bestimmung resistent getestet worden sind, 5 auch mittels MALDI-TOF MS als
resistent klassifiziert. 1 Erreger, es handelte sich um das Morganella morganii-Isolat,
wurde falschlicherweise als sensibel bewertet. Von den 23 Erregern, die einen MHK-

Wert unter dem Breakpoint ausgewiesen haben, wurden 19 mittels MBT-ASTRA
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Assay als sensibel klassifiziert. Bei den 4 falsch-resistent klassifizierten Isolaten
handelte es sich zweimal um ein Klebsiella pneumoniae-Isolat und jeweils einmal um
ein Enterobacter cloacae- und ein Klebsiella oxytoca-Isolat. Ein Erreger wies einen
MHK-Wert von 32 mg/L auf, was dem Breakpoint entspricht. Bei der Wiederholung der
MHK-Bestimmung hat sich der Wert bestatigt.

Uber alle Enterobacterales hinweg ergab sich eine Rate richtig-sensibler getesteten
Isolate von 83,3 % und eine Rate richtig-resistent getesteten Isolate von 95,5 %.
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Abb. 31: MHK-Werte und MALDI-Antibiogrammergebnis in den Urinproben fiur Fosfomycin fur
Enterobacterales ohne E. coli Jeder Urinprobe (auf der X-Achse) ist der jeweilige MHK-Wert des MHK-Testreifens
(auf der Y-Achse) zugeordnet. Dabei repréasentiert jeder Punkt eine Urinprobe. Griine Punkte zeigen ein sensibles
Ergebnis und rote Punkte ein resistentes Ergebnis des MBT-ASTRA Assay an (getrennt durch schwarze Linie). Der
Breakpoint des MHK-Werts liegt bei 32 mg/L (blaue Linie).
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3.2.2.6 Meropenem

Insgesamt konnten 95 Urine durch den MBT-ASTRA Assay auf eine Resistenz
bezilglich Meropenem untersucht werden. Dabei wurden, wie in Abbildung 32
dargestellt, alle Erreger sensibel getestet, was sich mittels MHK-Bestimmung
bestatigen liel3. Dadurch ergab sich eine Rate richtig-sensibel getesteter Isolate von
100 %. In allen untersuchten Urinproben fand sich dabei kein Meropenem-resistenter

Erreger, weshalb die Berechnung einer Rate richtig-resistent bestimmter Isolate nicht

maoglich war.
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Abb. 32: MHK-Werte und MALDI-Antibiogrammergebnis in den Urinproben fur Meropenem Jeder Urinprobe
(auf der X-Achse) ist der jeweilige MHK-Wert des MHK-Testreifens (auf der Y-Achse) zugeordnet. Dabei
reprasentiert jeder Punkt eine Urinprobe. Griine Punkte zeigen ein sensibles Ergebnis des MBT-ASTRA Assay an.
Die Breakpoints der MHK-Werte liegen bei 2 und 8 mg/L (blaue Linien). (29)
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3.2.2.7 Nitrofurantoin

In den 66 Urinproben mit E. coli als Erreger wurde fir ein Isolat mittels klassischer
Resistenztestung eine Nitrofurantoin-Resistenz nachgewiesen (Abb. 33). In der
Resistenztestung mittels MBT-ASTRA Assay konnte dieses Isolat ebenfalls als
resistent klassifiziert werden. Alle anderen 65 Isolate wurden mittels MALDI-TOF MS

korrekt als sensibel gegentber Nitrofurantoin getestet.
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Abb. 33: MHK-Werte und MALDI-Antibiogrammergebnis in den Urinproben fir Nitrofurantoin fir E. coli
Jeder Urinprobe (auf der X-Achse) ist der jeweilige MHK-Wert des MHK-Testreifens (auf der Y-Achse) zugeordnet.
Dabei reprasentiert jeder Punkt eine Urinprobe. Griine Punkte zeigen ein sensibles Ergebnis und rote Punkte ein
resistentes Ergebnis des MBT-ASTRA Assay an (getrennt durch schwarze Linie). Der Breakpoint des MHK-Werts
liegt bei 64 mg/L (blaue Linie). (29)

3.2.2.8 Mischkulturen

Bei den insgesamt 10 Urinen, in denen Mischkulturen mit mehreren
schnellwachsenden Gram-negativen Erregern nachgewiesen wurden, lagen in 9
Fallen die Bakterien in gleicher Zahl mit 10> KBE/mL vor. Bei Ciprofloxacin kam es bei
dem Vorliegen eines resistenten und eines sensiblen Erregers zu einer sensiblen
Bestimmung mittels MBT-ASTRA Assay. Zusatzlich erfolgte in einem Fall trotz zweier
sensibler Erreger eine falsch-resistente Bestimmung. Bei Cefuroxim fanden sich trotz

des Vorliegens zweier sensibler Erreger 4 falsch-resistente Bestimmungen. Zweimal
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liel3 sich ein resistenter und ein sensibler Erreger nachweisen, wobei sich jeweils
einmal ein resistentes und ein sensibles MALDI-Antibiogramm zeigte. Fur
Cotrimoxazol und Meropenem kam die Kombination aus einem resistenten und einem
sensiblen Erreger nicht vor. Da bei Nitrofurantoin und bei Fosfomycin flr
Harnwegsinfekte von dem EUCAST (v. 10.0) (7) nur MHK-Werte fur E. coli angegeben
werden, konnte hier kein Vergleich mit nicht-E. coli-lIsolaten gemacht werden. Legt
man die MHK-Breakpoints fiir Fosfomycin bei anderen Infektionen zu Grunde, konnte
in 4 Fallen ein resistenter und ein sensibler Erreger nachgewiesen werden. Hiervon
wurde in 3 Fallen ein resistentes MALDI-Antibiogramm erstellt und einmal ein
sensibles. Insgesamt zeigte sich damit, dass sich nicht immer der resistente Erreger

durchsetzt.

3.2.2.9 Zusammenfassung

Die Studie konnte zeigen, dass es moglich ist, direkt aus Patientenurinproben mittels
MBT-ASTRA Assay ein Antibiogramm fiir Enterobacterales innerhalb von ca. 4,5
Stunden zu erhalten. Durch diese Methode konnte die Zeit bis zum Vorliegen eines
Antibiogramms im Vergleich zu herkdmmlichen Methoden von ca. 48 Stunden auf 4,5
Stunden reduziert und somit ein Antibiogramm am selben Tag erstellt werden. Dabei
liel3 sich, wenn auch mit Unterschieden zwischen den einzelnen Antibiotika, bei den
getesteten Antibiotika eine gute Ubereinstimmung zwischen dem mit MALDI-TOF MS

generierten Antibiogramm und den jeweiligen MHK-Werten nachweisen.
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3.3 Zusaétzliche Ergebnisse

3.3.1 Hemmstoffe und Bakteriennachweis in Kultur-negativen Urinproben

In der Studie fiel auf, dass sich oftmals Bakterien durchflusszytometrisch nachweisen
liel3en, die in der Kultur nicht angewachsen sind (Abb. 34).

Durchflusszytometrie Bakterienanzahl
0 >0
Hemmstoffe ja 124 1077 1201
bei Kulturergebnis
178 1372 1550

Abb. 34: Bakterienzahl in der Durchflusszytometrie bei fehlendem kulturellem Wachstum in Abhangigkeit
von Hemmstoffen

Von 1550 Urinproben ohne kulturelles Wachstum konnten in 1372 Proben mittels
Durchflusszytometrie Bakterien nachgewiesen werden. 1077 (78,5 %) dieser 1372
Proben mit durchflusszytometrischem Bakteriennachweis wurden positiv auf
Hemmstoffe getestet, deren Gegenwart zu toten oder nicht mehr anwachsenden
Bakterien fuhren kann. In 295 Fallen wurden allerdings keine Hemmstoffe gefunden.
Bei 121 dieser Falle konnte ein Leukozyturie mit = 10 Leukozyten/pL ermittelt werden,
was 41 % entsprach. 68 Urinproben wurden aus Dauerkathetern abgenommen. In

einer Mittelstrahlurinprobe konnte Nitrit nachgewiesen werden.

Unter allen Urinen ohne kulturelles Wachstum ohne Hemmstoffe, aber mit Nachweis
von Bakterien in der Durchflusszytometrie konnte eine mediane Bakterienzahl von
8,2 Bakterien/uL und eine mediane Leukozytenzahl von 6,8 Leukozyten/uL gefunden
werden. In den Urinen mit Hemmstoffen lagen die Mediane bei 7,1 Bakterien/pL und
8 Leukozyten/pL. Die Abbildungen 35 und 36 zeigen dabei allerdings eine sehr
ahnliche Verteilung sowohl der Bakterien als auch der Leukozyten, wenn man Urine

mit und ohne Hemmstoffe vergleicht.
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Abb. 35: Bakterienzahl in der Durchflusszytometrie bei Urinen ohne kulturelles Wachstum mit vs. ohne
Hemmstoffe
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Abb. 36: Leukozytenzahl bei Urinen mit Bakterien-Nachweis in der Durchflusszytometrie ohne kulturelles
Wachstum mit vs. ohne Hemmstoffe

3.3.2 Einsparmoglichkeiten  von  Antibiogrammen mit  Hilfe der

Durchflusszytometrie

Mittels des in Abbildung 37 angegebenen Schemas wurde untersucht, ob sich durch
ein Hinzuziehen der Leukozyturie in die Entscheidung, ein Antibiogramm zu erstellen,
die Anzahl an Resistenztestungen verandert. In der Routinediagnostik wurde bei 685

Urinen fr mindestens einen Erreger ein Antibiogramm angefertigt. Nach dem neuen
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Schema wirde man nur noch bei 620 Urinen ein Antibiogramm anfertigen und damit
bei 9,5 % weniger Urinen eine Behandlungsindikation aus Laborsicht stellen. Des
Weiteren waren in unserer Studie nur noch 691 einzelne Antibiogramme notwendig,
im Gegensatz zu 821 in der Routine durchgefiihrten Antibiotikaresistenztestungen. Die

entspricht einer Reduktion der Anzahl der Antibiogramme um 15,8 %.

. . .
Abb. 3 Interpretation der Primarkulturen
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Abb. 37: Befundungsschema fir die Verarbeitung von Urinen nach Leukozytenzahl und Bakterienzahl (6)
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Harnwegsinfektionen gehéren zu den haufigsten Infektionen (1) und werden sowohl
bei station&ren als auch bei ambulanten Patienten oft mit Antibiotika behandelt. Dabei
wird die Antibiotikatherapie haufig als kalkulierte Therapie begonnen, auf eine gezielte
kann dann erst umgestellt werden, wenn das Antibiogramm vorliegt. Dies ist bei einer
konventionellen mikrobiologischen Harnwegsdiagnostik nach ca. 48 Stunden der Fall.
Je nach verwendetem Antibiotikum, zumindest bei ambulanten Harnwegsinfektionen,
erreicht das Ergebnis den behandelnden Arzt erst am Ende der Therapie oder sogar
nach der Therapie. In dieser Studie sollte gezeigt werden, dass es auch mdglich ist,
ein Antibiogramm mit Hilfe eines neuartigen Schnelltests direkt aus Patientenurinen
am Tag des Probeneingangs zu erstellen. Dadurch kann eine schnelle Umstellung von
einer kalkulierten Antibiotikatherapie auf eine gezielte erfolgen, oder eine gezielte
Antibiose direkt begonnen werden. Des Weiteren sollte gezeigt werden, dass eine
bessere Fokussierung der Diagnostik und damit auch der Therapie von
Harnwegsinfektionen mdglich ist. Dabei spielt die Leukozyturie eine wichtige Rolle,
damit zuklnftig nur von solchen Urinen, in denen zytologische Hinweise auf eine
Infektion nachweisbar sind, Antibiogramme erstellt und Patienten nicht unnétigerweise

mit Antibiotika therapiert werden.

Die Vorteile der konventionellen Resistenztestung liegen darin, dass eine grof3e Zahl
von Antibiotika parallel getestet werden kann. Da die konventionelle
Antibiotikaresistenzbestimmung zudem auf phénotypischen Testanséatzen beruht, ist
es moglich eine Aussage Uber eine Antibiotikaresistenz unabhangig vom
Resistenzmechanismus zu treffen (44). Durch die phanotypische Charakterisierung
der Erreger kann des Weiteren eine Aussage Uber die minimale Hemmkonzentration
(MHK-Wert) getroffen und daraus eine klinische Konsequenz hinsichtlich der Auswahl
des geeignetsten der empfindlich getesteten Antibiotika gezogen werden (44). Dafur
ist allerdings neben einer Inkubationszeit fir die primare Anzucht der Erreger eine
weitere Inkubation fur die Antibiotikaresistenztestung nétig. So dauert es in der
Routinediagnostik ca. 48 Stunden bis zum Vorliegen des Ergebnisses (45). Inzwischen
gibt es auch viele molekulare Ansatze, um die Antibiotika-Resistenz-Eigenschaften
von Infektionserregern zu ermitteln (45). Hier kdnnen in sehr kurzer Zeit einzelne
Antibiotikaresistenz-vermittelnde Gene der Bakterien nachgewiesen werden. Es ist

jedoch nicht fur alle Resistenzgene ein Test verfugbar. Aul3erdem schlie3t der
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fehlende Nachweis eines Resistenzmechanismus eine Resistenz auf Grund eines
anderen Mechanismus nicht aus. Dadurch kann es zu falsch-sensiblen Ergebnissen
kommen. Ebenso kann der Nachweis eines Resistenzgens ohne oder nur geringer
Expression mit einer fehlenden phanotypischen Auspragung einhergehen und so zu
einem falsch-resistenten Ergebnis fuhren. Daher dienen diese Tests momentan als
Zusatzuntersuchung (z.B. bei MRSA oder VRE) und kénnen noch kein vollstandiges
konventionelles Antibiogramm ersetzen (44). Neben diesen molekularen Verfahren
arbeitet man derzeit an schnellen phanotypischen Antibiotikaresistenztests (46, 47).

Ein solcher wurde auch in dieser Studie angewandt.

In der Literatur finden sich vielféaltige Ansétze, mittels MALDI-TOF MS Erreger auf
Antibiotikaresistenzen zu untersuchen (31, 48, 49). Die MALDI-TOF MS bietet sich
dabei besonders an, weil sie in der mikrobiologischen Diagnostik bereits fur die
Erregeridentifikation routineméanig eingesetzt wird. Mit Hilfe von klonalen Vergleichen
(50) mit hoher Assoziation zum Auftreten bestimmter Resistenzgene, wie z.B. vanB-
Gen in Enterokokken (11) oder cfiA-Gen in Bacteroides fragilis (51), konnten mittels
MALDI-TOF MS Resistenz-Genotypen nachgewiesen werden. Auch konnten bereits
phanotypische Resistenzbestimmungen mittels MALDI-TOF MS etabliert werden. So
gelang es durch den Nachweis von -Laktamase-Aktivitdten von kultivierten Bakterien
eine Resistenz gegenuber B-Laktam-Antibiotika verlasslich zu detektieren (12, 13, 52).
Diese Methode hat allerdings den Nachteil, dass der isolierte Erreger nur auf eine
Antibiotikaklasse (B-Laktam-Antibiotika) und auf einen Resistenzmechanismus hin
getestet werden kann. Im weiteren Verlauf wurde ein phanotypischer Test entwickelt,
mit dem Erreger auf Resistenzen gegen alle Antibiotika untersucht werden kdnnen.
Durch das Hinzufugen von nicht-radioaktiv markiertem Lysin gelang eine
Unterscheidung der Proteinproduktion zwischen Proben, die mit Antibiotikum, und
Proben, die ohne Antibiotikum inkubiert wurden (14, 15). Hierbei erfolgte die Einteilung
von Erregern in resistent und sensibel durch den Nachweis einer Verschiebung der
Peaks mittels MALDI-TOF MS in Abhangigkeit vom Einbau markierten Lysins in die
Proteine in Gegenwart bzw. Abwesenheit eines Antibiotikums. Lange et al. (36) konnte
mit dem MBT-ASTRA Assay eine Methode entwickeln, durch die eine schnelle
phanotypische Antibiotikaresistenztestung mittels MALDI-TOF MS ohne Markierung
durch Isotopen mdglich ist. Hier wird die Proteinbiosynthese direkt semi-quantitativ
bestimmt. So ist es mdglich, durch einen Vergleich der Proteinproduktion in einer

Wachstumskontrolle ohne Antibiotikum und einer Probe, die mit Antibiotikum inkubiert
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wurde, eine Resistenzbestimmung auf das untersuchte Antibiotikum durchzufthren. In
unserem Labor konnte von Jung et al. (33) gezeigt werden, dass eine
Antibiotikaresistenztestung mittels MBT-ASTRA Assay direkt aus Blutkulturen erfolgen
kann. Wie auch bei Jung et al. (33) wurden in den Studien von Sauget et al. (53) und
Axelsson et al. (54) fur die Untersuchung von Blutkulturen mittels MBT-ASTRA Assay
positive Blutkulturen verwendet. In positiven Blutkulturen lasst sich fast ausschlief3lich
ein einzelner Erreger nachweisen. Dies ist fur eine Resistenzbestimmung vorteilhaft,
da eine Mischkultur das Ergebnis beeinflussen kann. Eine Ubertragung dieses
Testprinzips von Blutkulturen auf Urine ist moéglich, weil sich auch in Urinproben von
Patienten mit Harnwegsinfektion Ublicherweise eine Monokultur oder zumindest ein

dominanter Erreger nachweisen lasst.

Da fur die vorliegende Studie der Urin direkt verwendet wurde, sollten die Urine zuerst
hinsichtlich des Vorliegens Gram-negativer Bakterien voruntersucht werden. In den
vergangenen Jahren konnte gezeigt werden, dass das Screening von Urinen mittels
des vollautomatischen klinisch-chemischen Urinanalysesystems UC 3500 (Fa.
Sysmex) (55) und mittels Durchflusszytometrie-Systemen, z.B. des UF 5000 (Fa.
Sysmex) (56-58) zum Ausschluss des Vorliegens eines Harnwegsinfekts geeignet ist.
Auf der Basis dieser Testsysteme wurden die Urine voruntersucht und ein Algorithmus
entwickelt, um nur Urine der MALDI-TOF MS-basierten Resistenztestung mittels
ASTRA Assay zuzufuhren, die mit sehr hoher Wahrscheinlichkeit von einem Patienten

mit Harnwegsinfektion stammen.

Bei der im ersten Teil dieser Dissertationsschrift beschriebenen Untersuchungen mit
dem vollautomatischen klinisch-chemischen Urinanalysesystems UC 3500 und dem
Durchflusszytometer UF 5000 lag das Hauptaugenmerk auf der Identifikation einer
Leukozyturie. Es sollte mittels dieser Methoden ermittelt werden, inwieweit eine
Vorauswahl der Urinproben fir die Resistenztestung mittels MBT-ASTRA Assay
moglich ist.

Zuerst wurde die Leukozytenzahl der Durchflusszytometrie mit der manuellen
Mikroskopie unter Verwendung einer Neubauer-Zahlkammer verglichen. Dabei konnte
bei einem Cut-off von = 10 Leukozyten/uL fUr eine Leukozyturie mit einer Sensitivitat
von 87,9 % und einer Spezifitat von 92,9 % eine gute Ubereinstimmung beider
Methoden gezeigt werden. Previtali et al. (59) haben im Vergleich zwischen dem UF

5000 und der Fuchs-Rosenthal-Kammer beim gleichen Cut-off fir eine Leukozyturie
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eine Sensitivitdt von 94 % und eine Spezifitat von 92 % gefunden. Hier lagen die
Sensitivitat und Spezifitdt sogar noch hoéher als in unserer Studie. Es konnte also mit
zwei unterschiedlichen Zahlkammern (Fuchs-Rosenthal-Kammer und Neubauer-
Zahlkammer) eine sehr gute Ubereinstimmung zwischen dem UF 5000 und der

Mikroskopie nachgewiesen werden.

Der Vergleich des Ergebnisses der Leukozytenzahl zwischen UC 3500 und dem
manuellen Urinteststreifen, der hier als Goldstandard angesehen wurde, zeigte mit
einer Sensitivitat von 95,8 % und Spezifitat von 89,1 % eine hohe Ubereinstimmung.
Dies galt auch fur die Ergebnisse des Nitrit-Nachweises in beiden Systemen, der eine
Sensitivitat und Spezifitat von 96,2 % bzw. 99,4 % erreichte. Vuljani¢ et al. (60)
konnten bei einem Vergleich mehrerer manueller Urinteststreifen sehr gute
Ubereinstimmungen bei Nitrit feststellen, wahrend der Leukozytennachweis nur eine

moderate Ubereinstimmung der verschiedenen Teststreifen zeigte.

Im weiteren Verlauf wurden die Ergebnisse des UC 3500 auch mit der
Durchflusszytometrie verglichen. Beachtet man die Detektionsgrenze der
Urinteststreifen, die bei ca. 25 Leukozyten/uL liegt, so lag die Sensitivitat bei 78,5 %
und die Spezifitat bei 93,4 %. Bei Oyaert et al. (55) findet man bei einem Cut-off fur
Leukozyturie von 25 Leu/mL eine Sensitivitdt von 80,5 % und eine Spezifitat von
91,7 % bei einem Vergleich zwischen dem UC 3500 und dem UF 5000 und damit sehr
ahnliche Werte wie in dieser Studie. Fur den in der MiQ (6) empfohlenen Cut-off Wert
fur die Leukozyturie von 10 Leukozyten/pL ergab sich eine Sensitivitat von 62,2 % bei
einer Spezifitat von 97 %. Die Durchflusszytometrie scheint bei der momentan
geltenden Richtlinie fur die Leukozyturie auf Grund der niedrigeren Detektionsgrenze
besser geeignet zu sein, eine Leukozyturie zu bestimmen, als der UC 3500 oder

manuelle Urinteststreifen.

Fur die mikrobiologische Diagnostik werden sehr haufig Borat-haltige Urinréhrchen
verwendet. Diese verhindern das Wachstum von Bakterien wahrend des Transports
der Probe und damit eine falsch hohe Bakterienzahl. Die Verwendung von Borat-
haltigen Urinrdhrchen kann zu falsch negativen Ergebnissen beim Nachweis der
Leukozytenesterase fuhren (1, 61). Dies konnte eine Erklarung fur die Proben sein, die
in der Durchflusszytometrie eine Leukozyturie aufwiesen, nicht aber mittels
Urinteststreifen. Da nicht klar ist, welche Urinréhrchen bei Qyaert et al. (55) verwendet

wurden, ist ein direkter Rickschluss auf den Borat-Einfluss durch den Vergleich der
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beiden Studienergebnisse nicht moglich. Weil in der Urindiagnostik am Max von
Pettenkofer-Institut keine Urinréhrchen ohne Stabilisator untersucht werden, die als
Kontrollgruppe dienen konnen, ist der Einfluss nicht abschlie3end abschéatzbar,

sodass weitere Untersuchungen ndétig sind.

Allgemein fanden sich bei Urinen mit Erreger-Nachweis hdhere Leukozytenzahlen.
Hierbei zeigte sich allerdings ein Unterschied zwischen uropathogenen und potenziell
uropathogenen Erregern, deren mediane Leukozytenzahlen bei 259,6 Leukozyten/pL
beziehungsweise bei 44,4 Leukozyten/pL lagen. Auch andere Studien konnten zeigen,
dass fur Enterokokken und Pilze eine geringere Leukozytenzahl im Urin detektiert
werden kann. (58, 62, 63) Die Anzahl Urine mit Leukozyturie aber ohne kulturelles
Wachstum oder nur mit Nachweis von urogenitaler Hautflora war mit 42 % erstaunlich
hoch. Eine mogliche Erklarung ware der hohe Anteil an Urinen aus Dauerkathetern,
die eine hohere Leukozytenzahl zeigten. Eine weitere Erklarung ware das
Vorhandensein von Erregern, die nicht oder nur schwer auf konventionellen Medien
anzuchtbar sind, wie z.B. Chlamydien oder Gonokokken. Auf3erdem wird eine sterile
Leukozyturie z.B. auch bei Kindern mit systemischen Erkrankungen oder bestimmten
Virusinfektionen (64) oder Patienten mit chronischer Nierenerkrankung (65)
beschrieben. Wie erwartet fand sich bei Urinen ohne Leukozyturie in einem sehr hohen
Anteil (ca. 95 %) der Falle kein Wachstum uropathogener Erreger.

In unserer Studie konnte gezeigt werden, dass es einen Unterschied in der
Auspragung/Hohe der Leukozyturie von Urinen aus Dauerkathetern und
Mittelstrahlurinen gibt. Ein Grund dafur liegt moglicherweise in der mechanischen
Reizung des Dauerkatheters, die zu einer Verstarkung der Leukozyturie fihrt.
Betrachtet man nur Urine ohne Hemmstoffe und ohne pathologisches kulturelles
Wachstum, so zeigte sich fur Dauerkatheter-Urine eine mediane Leukozytenzahl von
8,6 Leukozyten/pL und fur Mittelstrahlurine lediglich eine mediane Leukozytenzahl von
4,7 Leukozyten/uL. Diese Leukozytenzahlen in Mittelstrahlurinen kodnnten ein
.Hintergrundrauschen®, also die physiologische Anzahl von Leukozyten, in den
Harnwegen von Patienten ohne Harnwegsinfekt darstellen. Diese Unterschiede lieRen
sich auch bei Urinen mit Erregernachweis zeigen. So stieg die mediane
Leukozytenzahl bei Urinen mit uropathogenen Erregern von 206,2 Leu/mL bei
Mittelstrahlurinen auf 369,8 Leu/mL bei Urinen aus Dauerkathetern. Die

unterschiedlichen Leukozytenzahlen wirkten sich auch auf die Rate von Urinen mit
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einer Kontamination, also einem Erregernachweis ohne Zeichen einer Infektion, aus.
Die Beurteilung einer moglichen Kontamination wurde in dieser Studie auf Grund von
fehlenden klinischen Angaben anhand von Laborparametern getroffen. Dabei gingen
die Bakterienzahl und die Leukozytenzahl, deren diesbeziigliche Bedeutung z.B. von
Chon et al. (40) und Wilson und Gaido (41) hervorgehoben wird, sowie die Kategorie,
in die der jeweilige Erreger entsprechend der MiQ (6) fallt, in das Ergebnis mit ein. So
betrug die berechnete Kontaminationsrate bei Urinen mit uropathogenen Erregern
16,6 %, bei Mittelstrahlurinen und 3,2 % bei Urinen aus Dauerkathetern. Auf Grund
der allgemein héheren Leukozytenzahlen bei Urinen aus Dauerkathetern konnte die
Kontaminationsrate allerdings falsch-niedrig sein und eine Kontamination trotz hoher
Leukozytenzahl vorliegen. In der Literatur finden sich unterschiedliche Ergebnisse
bezlglich des Nutzens der Bestimmung von Leukozyten zur Detektion von
Harnwegsinfektionen bei Dauerkathetern (66). So konnte von Schwartz et al. (67)
keine gute Ubereinstimmung zwischen der Leukozytenzahl und einer Infektion
gefunden werden. Lee et al. (68) dagegen wies eine zufriedenstellende Sensitivitat fur
den Leukozytennachweis bei Harnwegsinfektionen nach. Tambyah et al. (63) konnte
zwar signifikant hohere Leukozytenzahlen bei Patienten mit einem Erregernachweis
bei liegendem Dauerkatheter als bei Patienten ohne Erregernachweis zeigen; dennoch
lag die Sensitivitat lediglich bei 37 %. Die in dieser Studie gefundene mediane
Leukozytenzahl von Urinen aus Dauerkathetern ohne kulturelles Wachstum von 8,6
Leukozyten/uL als ,Hintergrundrauschen® legt nahe, dass der Cut-off 10
Leukozyten/uL fur Dauerkatheter-Urine zu niedrig ist. Es bendtigt aber weitere Studien,
um zu klaren, ob der Cut-off fir eine Leukozyturie von 10 Leukozyten/uL, wie er in der
neuen MiQ (6) fur Mittelstrahlurine diskutiert wird, auch auf Dauerkatheter-Urine
Ubertragbar ist, beziehungsweise, wie hoch der Cut-off bei Dauerkatheter-Urinen
sinnvollerweise sein soll. Bezlglich der Umsetzung der Cut-off Werte im Labor muss
gesondert auf hamato-onkologische Patienten geachtet werden. Bei einer Neutropenie

fehlt eine Leukozyturie bei einem Harnwegsinfekt sehr haufig (69).

In der vorliegenden Studie wurde die Richtigkeit der Bestimmung hoher
Bakterienzahlen (= 10> KBE/mL) untersucht. Diese hohen Bakterienzahlen machen
Urine hochgradig verdéachtig auf eine Harnwegsinfektion und sollten in dieser Studie
einer Antibiotikaresistenztestung mittels MALDI-TOF MS zugefuhrt werden. Kulturell
ist in unserer Routinediagnostik 10° KBE/mL (entspricht 100 Bakterien/uL) die hochste

angegebene Erregerzahl, wohingegen die Auszahlung des Durchflusszytometers
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Werte bis Uber 96.000 Bakterien/uL erreicht hat und 13 Mal ein Wert dartiber nicht
mehr quantifiziert wurde. Es zeigte sich mit einer Sensitivitat von 90,1 % und einer
Spezifitat von 88 % eine gute Ubereinstimmung zwischen der Bakterienzahl des UF
5000 und der kulturell ermittelten Bakterienzahl. Bei der durchflusszytometrischen
Bakterienzahlung kann die Messung toter Bakterien, z.B. nach bereits erfolgter
Antibiotika-Therapie, zur Detektion hoherer Bakterienzahlen flhren als mit dem
kulturbasierten Verfahren. Des Weiteren kdnnen Bakterien gezahlt werden, die auf den
in der Routinediagnostik verwendeten Medien, Frischblutagar, MacConkey Agar und
Columbia CNA Blutagar, nicht oder nur schlecht anwachsen, wie etwa strikt anaerob
oder sehr langsam wachsende Bakterien. Dies konnten Erklarungen fur die 290
Proben sein, in denen sich das Ergebnis des UF 5000 nicht in der Kultur bestatigte. In
136 dieser Proben lieBen sich Hemmstoffe nachweisen, was auf eine bereits
begonnene Behandlung mit Antibiotika hinweisen kann. AufRerdem unterliegt die
manuelle Auszahlung der KBE/mL einer subjektiven Interpretation des ablesenden
Mitarbeiters, wodurch sowohl falsch-hohe als auch falsch-niedrige Ergebnisse
entstehen konnen. Kim et al. (24) und De Rosa et al. (22) zeigten fur ein kulturelles
Bakterienwachstum von = 10% KBE/mL eine ebenfalls sehr gute Ubereinstimmung mit
der Durchflusszytometrie. In beiden Studien wurde, anderes als in dieser Studie mit
100 Bakterien/pL, ein Cut-off Wert von 71 Bakterien/uL verwendet, wodurch die
Sensitivitat auf 95 % bzw. 98,5 % stieg. Auf Grund der hohen Ubereinstimmung beider
Methoden ist die Durchflusszytometrie geeignet, auch in Bezug auf die Erregerzahl als
Vorauswahl fir den MBT-ASTRA Assay zu dienen.

Ein weiteres Augenmerk lag auf dem Vergleich des Gram-flags des
Durchflusszytometers UF 5000 und dem Gram-Verhalten der Kultur. Die
Ubereinstimmung bei dem Vergleich des Gram-negativ flags mit dem Gram-Verhalten
der in der Kultur gefundenen Erreger war mit 98,4 % sehr hoch. Beim Gram-positiv
flag lag sie dagegen mit 83,1 % niedriger. Damit zeigte sich vor allem fiur den Gram-
negativ flag eine sehr gute Ubereinstimmung zwischen UF 5000 und dem Ergebnis
der Kultur. Eine mdgliche Erklarung fur die 6 Proben mit einem Gram-negative flag und
den 47 Proben mit einem Gram-positiv flag, die sich in der Kultur nicht bestétigen
lieBen, ware, wie bei der Bestimmung der Bakterienzahl bereits erwdhnt, dass
Bakterien klassifiziert worden sind, die in der Routinediagnostik nicht oder nur schwer
zu kultivieren sind oder durch eine bereits begonnene antibiotische Therapie abgetotet

wurden. Ein weiterer Grund fur die Differenz zwischen kulturellem und
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durchflusszytometrischem Ergebnis kénnte technischer Natur sein. Das Gerét gibt bei
unseren Einstellungen ein Gram-flag erst an, wenn mehr als 100 Bakterien/uL in der
jeweiligen Probe detektiert wurden. Dies entspricht 10° KBE/mL bei einer kulturellen
Auswertung der Bakterienzahl. Daher wurde mdglicherweise mit 7 Urinen bei einem
Gram-negativen Kulturergebnis und 55 Urinen bei einem Gram-positiven

Kulturergebnis eine hohe Anzahl Proben vom Gerét als unklassifiziert bewertet.

Kim et al. (58) ermittelten mit einer Sensitivitat von 91,7 % und einer Spezifitat von
90,0 % fur den Gram-negativ flag &hnlich wie in der vorliegenden Studie eine sehr gute
Ubereinstimmung. Hier zeigte sich ebenfalls fir den Gram-positiv flag mit einer
Sensitivitat von 81,3 % und einer Spezifitat von 80,0 % eine im Vergleich zum Gram-
negativ flag geringere Ubereinstimmung. De Rosa et al. (56) zeigten ebenfalls eine
sehr gute Ubereinstimmung zwischen dem Gram-negativ flag und dem Kkulturellen
Ergebnis auf. Auch Ren et al. (57) konnten Ubereinstimmungen zwischen den Gram-

flags und den kulturellen Ergebnissen nachweisen.

Eine mikroskopische Auswertung der Urinproben fir das Gram-Verhalten und die
Bakterienzahl ware gegentber der durchflusszytometrischen Untersuchung des UF
5000 ein Vergleich gleichwertiger Methoden. In der mikrobiologischen Diagnostik wird
jedoch die kulturell bestimmte KBE/mL verwendet, weshalb wir sie auch hier als
Referenzmethode eingesetzt haben. Auch der indirekte Vergleich mit dem Gram-
Verhalten der in der Kultur gefunden Erreger ist hier als Einschrankung der Studie zu
sehen. Da die Gram-Farbung allerdings nicht zur Routinediagnostik bei Urinproben
gehort und ein Anwachsen der Erreger fur die Antibiotikaresistenz-Bestimmung mittels
MBT-ASTRA Assay wichtig war, wurde der Vergleich mit dem kulturellen Wachstum

gewabhilt.

Auf Grund der sehr hohen Ubereinstimmung zwischen dem Gram-negativ flag des UF
5000 und dem kulturellen Ergebnis eignet sich diese Methode gut, um eine

Vorauswabhl fur die Testung der Urine mittels MBT-ASTRA Assay zu treffen.

In  verschiedenen  Verdffentlichungen  wurde  untersucht, ob  mittels
Durchflusszytometrie eine Sortierung von Urinproben gelingen kann, damit Urinproben
ohne Harnwegsinfekt nicht angelegt werden mussen, wobei unterschiedliche
Grenzwerte fur verschiedene Patientenkollektive verwendet wurden (56-58, 62, 70-

81). Aber auch ohne die Urinproben direkt zu verwerfen, kann die Untersuchung der
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Urinproben auf eine Leukozyturie einen Einfluss auf diagnostische Schritte nehmen.
Das Vorliegen eines Antibiogramms kann Einfluss auf die Antibiotika-Therapie haben,
so wird doch das Vorliegen eines Antibiogramms fiir den behandelnden Arzt oftmals
ein explizites Signal aus dem Labor fir das Einleiten einer Antibiotika-Therapie
verstanden Jedoch liegt aus laboranalytischer Sicht nur dann eine Infektion vor, wenn
neben Erregern auch eine Leukozyturie nachweisbar ist. Bisher wurde in der
mikrobiologischen Routinediagnostik die Bakterienzahl als alleiniges Kriterium zur
Anfertigung eines Antibiogramms verwendet. In dieser Studie konnte gezeigt werden,
dass bei 9,5 % der Proben mit Antibiogramm gemafld der neuen MiQ (6) unter
Einbeziehung der Leukozyturie kein Antibiogramm notwendig gewesen wéare. Damit
wirde in diesen Fallen die Indikation zur Behandlung eventuell wegfallen und es
kénnten neben Kosten vor allem Antibiotika eigespart werden. Dies unterstreicht auch
die grol3e Relevanz, die die Leukozyturie in der Vorauswahl der Urine fir die schnelle

Antibiotikaresistenztestung mittels MBT-ASTRA Assay spielt.

Bei dem im zweiten Teil der Dissertationsschrift beschriebenen Untersuchungen des
MBT-ASTRA Assays zu schnellen Antibiotikaresistenzbestimmung mittels MALDI-
TOF MS sollte die Methode fir die Antibiotika-Testung direkt aus Patientenurinen
etabliert/validiert werden und hierzu die Ubereinstimmung der Ergebnisse mit
routinemanig verwendeten Methoden zur Antibiotikaresistenzbestimmung im Fokus

stehen.

Die untersuchten Urine stammten alle aus der Routinediagnostik des Max-von
Pettenkofer-Instituts der LMU Minchen. Dass alle Urine von Patienten eines
Universitatsklinikums stammten, trug zu einem Selektionsbias bei. Die typische
unkomplizierte Harnwegsinfektion der jungeren Frau wird Uberwiegend ambulant
behandelt (1), wahrend im Krankhaus haufig komplizierte Harnwegsinfektionen, z.B.
bei Dauerkathetern, vorliegen. Dies ist auch ein Grund dafir, dass vermehrt Urine mit

mehreren Erregern gefunden werden konnten.

Von insgesamt 1917 untersuchten Urinen zeigten 198 die vorher festgelegten Kriterien
(Leukozyturie mit Gram-negativ flag bzw. Nitrit-Nachweis), was die Notwendigkeit
einer Voruntersuchung der Urinproben insbesondere bei sehr hohem
Probenaufkommen unterstreicht. Nur so ist bei der momentan noch arbeitsintensiven
und weitgehend manuellen Methode eine Fokussierung auf Urine von Patienten

moglich, die mit hoher Wahrscheinlichkeit ein Antibiotikum brauchen und somit von
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einem schnellen Antibiogramm profitieren konnen. Es fanden sich in der
Durchflusszytometrie Unterschiede in den Leukozytenzahlen der Urine, bei denen ein
MALDI-Antibiogramm erstellt werden konnte und Urinen, aus denen trotz Nachweis
schnell-wachsender Gram-negativer Erreger kein MALDI-Antibiogramm erzeugt
werden konnte. So betrug der Median beziglich der Leukozytenzahl von Urinen mit
MALDI-Antibiogramm 450,3 Leukozyten/uL, bei Urinen ohne erfolgreiches MALDI-
Antibiogramm dagegen mit 798,3 Leukozyten/uL deutlich mehr. Die Bakterienzahl war
mit 19604,4 Bakterien/pL bei Urinproben mit MALDI-Antibiogramm im Vergleich zu
4552,2 Bakterien/uL bei Urinen ohne erfolgreiches MALDI-Antibiogramm deutlich
hdher. Neben der absoluten Anzahl an Bakterien scheint auch der Quotient zwischen
Bakterienzahl und Leukozytenzahl eine Rolle zu spielen, damit man eine ausreichend
grol3e Anzahl an Bakterien im ausgewaschenen Pellet hat. So lag, wenn man einen
Quotienten aus Bakterienzahl und Leukozytenzahl bildet, der Median bei Urinen, aus
denen ein Antibiogramm mittels MALDI-TOF MS angefertigt werden konnte bei 39,3.
Bei Urinen ohne erfolgreiches MALDI-Antibiogramm lag der Median nur bei 2,8. Hier
stellt sich die Frage, ob es mdglich ware, durch ein Herausfiltern der Leukozyten aus
den Urinproben oder ein verandertes Waschprotokoll (82) auch in diesen Fallen ein

Antibiogramm zu erstellen.

Von 93 Urinproben konnte kein MALDI-Antibiogramm erzeugt werden. In 46 Proben
liel3 sich kein kulturelles Wachstum nachweisen oder es wurden Erreger gefunden, die
innerhalb der 2,5 Stunden Inkubationszeit kein Wachstum im MBT-ASTRA Assay
erwarten lassen wuirden. Dabei war Pseudomonas aeruginosa der haufigste.
Pseudomoas aeruginosa war in der vorliegenden Studie der einzige relevante Gram-
negative Harnwegsinfektionserreger, der innerhalb der 2,5 Stunden Inkubationszeit
kein Wachstum zeigt. Hier wird in der Literatur eine im Vergleich zu E. coli langsamere
Verdopplungszeit angegeben (42). Eine Verlangerung der Inkubationszeit, um auch
Ergebnisse flir Pseudomoas aeruginosa zu erhalten, ginge zulasten der sehr schnellen
Resultate und Ergebnisse am selben Tag. 8 Urine zeigten ein Wachstum mit nur Gram-
positiven Bakterien und 4 mit Pilzen, die ebenfalls fur die Schnelltestung mittels
MALDI-TOF MS in der derzeitigen Form aufgrund ihres langsamen Wachstums nicht
geeignet sind. Ebenso wie bei den Urinen ohne kulturelles Wachstum ist hier eine
Verbesserung des Voruntersuchungsalgorithmus zur Identifikation von nicht MALDI-
TOF MS-testfahigen Erregern notig. So kénnten diese Urine zum Beispiel durch eine
direkte Erregeridentifikation mittels MALDI-TOF MS (83, 84) herausgefiltert werden.
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Dies geht allerdings derzeit noch mit einem erhéhten manuellen Arbeitsaufwand
einher. Bei Urinen mit Mischflora oder Schleimhautflora ist ein Antibiogramm meist
nicht notig und mittels MADLI-TOF MS auf Grund der kleinen Erregerzahl der
einzelnen Erreger auch nicht mdglich. In 47 Urinproben lieRen sich Erreger
nachweisen, bei denen sich ein Antibiogramm mittels MALDI-TOF MS bei einer
Inkubationszeit von 2,5 Stunden erstellen lassen musste. Bei all diesen Erregern ist
aus anderen Urinen die Erstellung eines Antibiogramms gegluckt. Hierbei ist,
entsprechend der Haufigkeit der Erreger als Verursacher von Harnwegsinfektionen, E.
coli mit 34 Fallen dominierend. Insgesamt lie3en sich von den 47 Urinproben bei 10
Urinen Erregerzahlen von < 10° KBE/mL nachweisen. Da in diesen Fallen nicht die von
Jung et al. (33) besprochene Bakterienzahl von ca. 10 KBE/mL erreicht wurde, konnte
die zu geringe Bakterienzahl fir das Nichtfunktionieren verantwortlich sein. In weiteren
13 Urinproben konnten Hemmstoffe nachgewiesen werden. Dies kann auf eine bereits
begonnene Behandlung mit Antibiotika hinweisen, wodurch die Erreger nicht in der
Lage sind, sich in den vorgegebenen 2,5 Stunden Inkubationszeit zu erholen und
Proteine zu synthetisieren. Somit konnte bei 69 von 93 Urinproben eine Erklarung fur
das Ausbleiben des MALDI-Antibiogramms gefunden werden. Hierbei handelte es sich
um Proben, in denen entweder keine schnell-wachsenden Gram-negativen Bakterien
nachgewiesen wurden oder Hemmstoffe gefunden wurden oder die Bakterienzahl
gering war. Bei den restlichen Urinproben kdnnte der oben beschriebene Unterschied
im Quotienten aus Bakterienzahl und Leukozytenzahl eine mogliche Erklarung

darstellen.

Im Folgenden sollen, wie bereits teilweise publiziert (29), die Ergebnisse der schnellen
Antibiotikaresistenztestung mittels MBT-ASTRA Assay besprochen werden. Ein major
error des MS-ATRA Testergebnisses lag vor, wenn ein Erreger im Kkultur-
mikrobiologischen Testverfahren (Goldstandard) einen MHK-Wert oberhalb des
klinischen Grenzwertes aufwies - also phanotypisch als resistent klassifiziert wurde -,
aber mit Hilfe der MALDI-TOF MS als sensibel getestet wurde. Hier wird der Patient
auf Grund des Ergebnisses eventuell mit einem Antibiotikum behandelt, das keinen
Nutzen zeigen wird. Ein minor error dagegen lag vor, wenn ein Erreger mit einem MHK-
Wert im konventionellen Verfahren unter dem Breakpoint (sensibler Test) mittels
MALDI-TOF als resistent getestet wurde. Bei der Bewertung der Ergebnisse ist
allgemein zu betrachten, dass eine Veranderung von plus/minus einer

Verdunnungsstufe bei MHK-Testen nicht signifikant ist.
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Sowohl bei der Testung auf eine Resistenz gegen Ciprofloxacin als auch gegen
Cotrimoxazol wurden keine Ergebnisse mit major error verzeichnet. Gleichzeitig
ergaben sich fur Ciprofloxacin 4 beziehungsweise fur Cotrimoxazol 6 minor errors.
Dabei fiel auf, dass die MHK-Werte der im MALDI-TOF-Verfahren falsch-resistent
getesteten Erreger vergleichsweise hoch lagen. So wurden bei Ciprofloxacin MHK-
Werte zwischen 0,064 und 0,19 mg/L und damit nahe am Breakpoint von 0,25 mg/L
gemessen. Auch bei Cotrimoxazol waren 4 Erreger mit MHK-Werten zwischen 0,75
und 1,5 mg/L nahe am Breakpoint von 2 mg/L. Nur ein sensibel getesteter Erreger
wies mit 1 mg/L einen &hnlich hohen MHK-Wert auf. Dagegen wiesen die anderen
beiden falsch-resistent getesteten Erreger mit 0,094 und 0,125 mg/L MHK-Werte in
einem Bereich auf, in dem die meisten sensibel getesteten Erreger lagen. Eine der 4
fur Ciprofloxacin falsch-resistent gemessenen Erreger lag im intermediaren Bereich,
der zwischen 0,25 und 0,5 mg/L liegt. Dieser hatte nach neuer Deutung sensibel (bei
erhohter Dosierung/Exposition) getestet werden mussen, wurde aber mittels MALDI-
TOF MS resistent bewertet

Bei der Testung von Meropenem konnten alle Erreger richtig klassifiziert werden.
Allerdings war unter den 95 getesteten Urinen mit Reinkulturen kein resistenter
Erreger. Da sich diese Studie auf die Testung von Patientenurinen beschréankte, wurde
auf ein Spiken von Urinproben mit Meropenem-resistenten Isolaten verzichtet. Daher
werden weitere Untersuchungen benétigt, um abschlie3end beurteilen zu kénnen, ob

das System auch resistente Erreger direkt aus Patientenurin korrekt bewerten kann.

Bei der Untersuchung auf eine Resistenz gegen Nitrofurantoin lagen nur fur E. coli
Breakpoint-Werte des EUCAST (v. 10.0) (7) vor. Hierbei zeigte sich eine sehr gute
Ubereinstimmung der Ergebnisse des MBT-ASTRA Assays mit der konventionellen

Resistenztestung ohne falsche Klassifikation.

Bei der Testung von Fosfomycin konnten alle E. coli-Isolate richtig klassifiziert werden.
Nach EUCAST soll Fosfomycin oral nur noch bei der Behandlung von unkomplizierten
Harnwegsinfektionen mit E. coli angewendet werden. Bei anderen schweren
Infektionen kann Fosfomycin als Kombinationspartner eingesetzt werden (43). Hierfur
gibt es auch MHK-Breakpoints nach EUCAST (v. 10.0) (7). Bei den anderen getesteten
Erregern zeigten sich sowohl falsch-sensible als auch falsch-resistente Ergebnisse.
Hierbei handelte es sich um Morganella morganii, Klebsiella pneumoniae und

Klebsiella oxytoca sowie um ein Enterobacter cloacae-Isolat. Auf Grund der EUCAST-
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Richtlinie spielen die Ergebnisse fir die Bewertung dieses Tests flr eine schnelle
Antibiotikaresistenztestung direkt aus Urinen allerdings eine untergeordnete Rolle.
Eine mogliche Erklarung fur die Diskrepanz der Ergebnisse kdnnte der Einfluss von
Glucose-6-Phosphat auf die Bestimmung einer Fosfomycin-Resistenz sein und die
unterschiedliche Ausstattung der Erreger mit Transportsystemen, Uber welche
Fosfomycin in die Zelle gelangt. Glucose-6-Phosphat verstarkt die in vitro-Wirksamkeit
von Fosfomycin (20) und ist in konventionellen Tests im Gegensatz zu unserem Ansatz
zusatzlich hinzugefiigt. Dass z.B. E. coli neben den durch Glucose-6-Phosphat
induzierten Hexose-Monophosphat-Transportern (uhpT) auch dber konstitutiv
gebildete Glycerol-3-Phosphat-Transporter (glpT) verfugt (85-87), konnte fur die
besseren Ergebnisse beziglich E. coli bei der Untersuchung auf Fosfomycin-
Resistenz in unserem Test verantwortlich sein. In den neuen Richtlinien des EUCAST
(v. 13.0) wurde der MHK-Breakpoint fur Fosfomycin bei der Behandlung von
Harnwegsinfektionen von 32 mg/l auf 8 mg/l reduziert (88). Hier ware eine Reduktion
der Antibiotikakonzentration im Assay-Ansatz nétig, um dieser Anderung gerecht zu

werden.

Cefuroxim wies von allen untersuchten Antibiotika die héchste Rate falsch-resistent
und falsch-sensibel getesteter Isolate auf. Hier kam es zu 3 major errors, also einem
MHK-Wert tber dem Breakpoint und einer Klassifikation mittels MALDI-TOF MS als
sensibel. Die MHK-Werte lagen zwischen 12 und 24 mg/L und damit eine bis drei
Stufen Uber dem Breakpoint-Wert von 8 mg/L. Gleichzeitig traten aber auch 13 minor
errors auf. Hier lagen die MHK-Werte zwischen 1,5 und 4 mg/L und damit im Bereich
der meisten sensibel getesteten Erreger. Zwei lagen zudem bei einem MHK-Wert von
8 mg/L und damit auf der Breakpoint-Konzentration. Eine wiinschenswerte
Erniedrigung des major errors wirde zulasten einer Erh6hung der Rate falsch-
resistenter Bestimmungen gehen, die 19,1 % betrug. Ein mdglicher Grund fur die
abweichenden Ergebnisse kdnnte der in der Literatur beschriebene Inokulum-Effekt
bei Beta-Lactam-Antibiotika sein. Hierbei kommt es zu veranderten MHK-Werten in
Abhangigkeit der eingesetzten Menge Bakterien (89-91). Auf Grund von
Einflussfaktoren, wie beispielsweise Leukozyten im Pellet, auf die Bakterieneinsaat im
MBT-ASTRA Assay konnte der Inokulum-Effekt eine Erklarung flr abweichende
MALDI-Antibiogramme sein. Aul3erdem wirken nicht alle beta-Lactam-Antibiotika
schnell bakterizid, sondern fihren zuerst zu einer Elongation/Verformung der Zellen

mit Erh6hung der optischen Dichte (92). Dies konnte wegen der anfanglichen
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Produktion von Biomasse das Ergebnis des MALDI-Antibiogramms beeinflussen und
zu falsch resistenten Ergebnissen fuhren. E. coli war mit 9-mal der haufigste falsch
resistent und der einzige falsch sensibel klassifizierte Erreger. Dennoch ist auf Grund
der anderen falsch resistent klassifizierten Erreger nicht von einem isolierten Problem

fur E. coli auszugehen.

Die Idee fur die Beurteilung von Mischkulturen war, dass sich der jeweils resistente
Erreger beim Test mit dem jeweiligen Antibiotikum durchsetzt und detektierbar ist. In
9 Fallen liel3en sich bei Mischkulturen von zwei schnellwachsenden Gram-negativen
Erregern beide Erreger in gleich gro3er Zahl nachweisen. Hier zeigte sich jeweils ein
kulturelles Wachstum von 10° KBE/mL. Auch wenn sich zwei Erreger mit 10° KBE/mL
in der Kultur nachweisen lassen, kénnen sich die tatsdchlichen Bakterienzahlen, wie
sich in der Untersuchung der Bakterienzahl mittels Durchflusszytometrie zeigte, in ihrer
Hohe deutlich unterscheiden. Dies ware ein moglicher Grund, warum sich beim
Vorliegen eines resistenten und eines sensiblen Erregers teils resistente und teils
sensible MALDI-Antibiogramme fanden. Zu beachten ist daher, dass grundsatzlich ein
gleichzeitiges Testen auf Antibiotikaresistenzen mehrerer Erreger nicht empfohlen
wird. Da der vorliegende Test eine schnelle Antibiotikaresistenztestung ist und in
Urinen auch mehrere Enterobacterales vorliegen kdnnen, sollte sich immer auch eine

konventionelle Antibiotikaresistenztestung anschliel3en.

Bei der Untersuchung von Blutkulturen mittels MBT-ASTRA Assay konnte Jung et al.
(33) fur Ciprofloxacin eine sehr gute Ubereinstimmung des Antibiogrammergebnisses
des MBT-ASTRA Assay und der konventionellen Resistenztestung ermitteln. Es wurde
nur ein intermediéares Isolat falsch bestimmt. Als Cephalosporin verwendete man in
der Arbeit Cefotaxim. Hier wurden alle Erreger richtig klassifiziert. Zuséatzlich erfolgte
eine Untersuchung der Erreger auf eine Resistenz gegen Piperacillin-Tazobactam,
wobei es sowohl zu falsch-sensiblen als auch falsch-resistenten Ergebnissen kam. Bei
allen Versuchen wurde eine Inkubationszeit zwischen 2,5 und 3 Stunden verwendet.
Im Vergleich dazu konnte Axelsson et al. (54) bei einer Inkubationszeit von 90 Minuten
aus Blutkulturen auch gute Ergebnisse mittels MBT-ASTRA Assay erzielen. Dabei
wurden E. coli und Klebsiella pneumoniae auf Resistenzen gegen Ciprofloxacin,
Cefotaxim und Meropenem untersucht. Es zeigte sich Gber alle Antibiotika hinweg eine
Prazision von 97 %. Fur Cefotaxim und Meropenem fanden sich keine falschen

Klassifikationen, wahrend sich fur Ciprofloxacin sowohl falsch-resistente als auch
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falsch-sensible Bestimmungen ergaben. Sauget et al. (53) untersuchte den MBT-
ASTRA Assay fir die Antibiotika Amoxicillin und Cefotaxim. Je nach Antibiotikum
wurden die Proben nach einer Vorinkubation von 1 Stunde fir 2 bzw. 2,5 Stunden mit
und ohne Antibiotikum inkubiert. Hierbei wurden sensible Isolate mit einer Sensitivitat
von 98 % fur Amoxicillin und 71 % fur Cefotaxim erkannt. Dabei kam es bei beiden
Antibiotika zu falsch-resistenten und falsch-sensiblen Klassifikationen, die im Falle von
Cefotaxim mit 16 % bzw. 29 % sehr hoch lagen. In zwei der Studien (33, 54) konnte
eine deutlich bessere Ubereinstimmung fiir Cefotaxim erreicht werden als in unseren
Versuchen mittels Cefuroxim. Dieser Unterschied konnte sowohl an den
unterschiedlichen Cephalosporinen (3. Generations- vs. 2. Generations-
Cephalosporin) liegen als auch an den unterschiedlichen Probenarten. Die dritte
Studie (53) konnte diese guten Werte fir Cephalosporine nicht zeigen. Eine
Einschrankung des Vergleichs der Ergebnisse von Blutkulturen und Urinproben liegt
im eingesetzten Probenmaterial. So wurden in den Versuchen mit Blutkulturen
Bakterien aus positiven Blutkulturen verwendet. Hier liegen die Bakterien in besten
Wachstumseigenschaften vor. Dagegen sind fur die Bakterien direkt aus
Patientenurinproben die Wachstumsbedingungen vergleichsweise ungiinstig.

Neben einer schnellen Antibiotikaresistenztestung mittels MADLI-TOF MS und dem
MBT-ASTRA Assay gibt es weitere Ansatze in der Literatur, um die Zeit bis zum
Vorliegen des Ergebnisses der Antibiotikaresistenztestung zu verkirzen, die ebenso
einen phanotypischen Ansatz haben und direkt aus Patientenurinen durchgefuhrt
werden kénnen. So wurde die Durchflusszytometrie als Methode zur schnellen
Antibiotikaresistenztestung in  mehreren Studien untersucht (93-95). Die
Inkubationszeit wurde hierbei zwischen 2 und 4 Stunden angegeben. Toosky et al.
(93) konnten zeigen, dass diese Methode geeignet ist, sowohl Enterobacterales als
auch mit Einschrankung  Gram-positive  Bakterien auf  verschiedene
Antibiotikaresistenzen zu testen. Eine Einschrankung dieser Methode besteht
allerdings bei Antibiotika, die teilweise das Licht des Lasers absorbieren und so das
Wachstum niedriger erscheinen lassen. Jindal et al. (94) fand dieses Problem bei
Nitrofurantoin. Eine Identifikation der Erreger ist mit Hilfe der Durchflusszytometrie
nicht moglich. Dies ist allerdings notwendig, um die Ergebnisse mit den Empfehlungen

des EUCAST vergleichen zu kdnnen.
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Mach et al. und Altobelli et al. (96, 97) dagegen erreichten eine Antibiotikaresistenz-
Bestimmung aus Urinen durch Messung bakterieller 16S-rRNA mittels eines
electrochemical biosensor array als Zeichen des bakteriellen Wachstums. Es konnte
gezeigt werden, dass zusatzlich zur Antibiotikaresistenzbestimmung gleichzeitig eine
Identifikation durch das Hinzufigen komplementarer DNA-Sonden mdoglich ist. Des
Weiteren konnten MHK-Werte angegeben werden. Diese verhaltnismalig aufwendige
Methode bedarf mehrerer zuséatzlicher Geréate, die nicht in jedem Routinelabor bereits

vorhanden sind. Hier wurde die Inkubationszeit mit 2,5 Stunden angegeben.

Ein weiterer methodischer Ansatz wurde von Avesar et al. durch Einsatz eines
nanoliter droplet array gewéhlt (98). Bei dieser Methode wird das bakterielle Wachstum
durch den Farbstoff Resazurin sichtbar gemacht, wobei die Farbung proportional zum
aeroben Stoffwechsel der Bakterien ist. Fir den Test ist nur eine sehr geringe
Probenmenge notig; es kann allerdings auch keine Erregeridentifikation erfolgen. Hier
wurde eine Inkubationszeit von 4-5 Stunden angegeben. Insgesamt ist bei allen
Methoden eine Voruntersuchung der Proben auf Grund der Vielzahl Kultur-negativen

Urinproben notig.

Die vorliegende Studie konnte zeigen, dass eine Resistenztestung direkt aus Urinen
mit einer Inkubationszeit von nur 2,5 Stunden gelingt. Auch wenn die Inkubationszeit
sehr kurz ist, ist die Zeitdauer bis zum Vorliegen der Resultate bzw. die Durchftihrung
des Assay auf Grund der vielen manuellen Arbeitsschritte l&anger. Die Zeit nach der
Auswahl der Urine bis zum fertigen Target betragt daher ungefahr 4,5 Stunden.
Dementsprechend ist fur die Vorbereitung der Urine, die Extraktion und das Auftragen
auf das Target ca. 1,5 Stunden Zeit erforderlich. Die Messung mittels MALDI-TOF MS
dauert je nach Anzahl an Proben und nach Gerét ca. eine halbe Stunde. Daher ware
zukUnftig eine Automatisierung der Vorgange sehr hilfreich, um mit weniger Personal-
und Zeitaufwand eine schnelle Resistenztestung von rasch wachsenden Gram-
negativen Bakterien direkt aus dem Urin zu erreichen. Eine Vereinfachung der
Arbeitsablaufe konnte dabei der direct-on-target microdroplet assay direkt auf dem
Target, wie er bei Idelevich et al. (99, 100) beschrieben wird, darstellen. Hier findet die
Inkubation der Proben bereits direkt auf dem Target statt, wodurch einige momentan

manuellen Arbeitsschritte wegfallen wirden.

Eine weitere Verbesserung des Arbeitsablaufs betrifft die Auswertung des MBT-

ASTRA Assays. Auf Grund von teilweise vorhandenem Hintergrundrauschen bzw.
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unzureichender Unterdrickung des Hintergrundrauschens in der
Auswertungssoftware musste eine visuelle Kontrolle der Spektren durchgefuhrt
werden. Da dieses Problem in Veroffentlichungen zum MBT-ASTRA Assay bei
Blutkulturen (33, 54) nicht erwdhnt wird, kbnnten Storfaktoren im Urin ursachlich sein.
Durch Optimierung und Automation des Auswertungsprozesses kann hier noch Zeit

und Personaleinsatz eingespart werden.
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5. Zusammenfassunqg

Ziel dieser Studie war es zu zeigen, dass mittels MALDI-TOF MS ein Antibiogramm
direkt aus Urinen bereits am Tag des Probeneingangs erzeugt werden kann. Dadurch
ist eine gezielte Antibiotikatherapie direkt zu Beginn der Therapie oder eine schnelle
Umstellung von einer kalkulierten Antibiotikatherapie moglich. Wir haben mit dem
MBT-ASTRA Assay einen phanotypischen Test verwendet. Die haufigsten Erreger bei
Harnwegsinfektionen sind Gram-negative Bakterien, weshalb sich diese Studie auf
diese Erregergruppe konzentrierte. Auf Grund der Vielzahl an eingesendeten
Urinproben, die sehr haufig kein kulturelles Wachstum zeigen, war eine Vorauswahl
der Urine notig, die mittels MBT-ASTRA Assay untersucht werden sollten. Hierfur
wurden ein automatisches Urinanalysesystem (UC 3500) und ein Durchflusszytometer
(UF 5000) verwendet.

Fur den UF 5000 zeigte sich eine sehr gute Ubereinstimmung in der Erkennung einer
Leukozyturie mit konventionellen Methoden. Der Gram-negativ flag stellte eine gute
Methode dar, um das Wachstum Gram-negativer Erreger in der Kultur vorherzusagen.
Mit diesen beiden Parametern konnte ein Algorithmus zur Vorauswahl der Urine

erstellt werden.

Fur diese Studie konnten 105 Antibiogramme mittels MBT-ASTRA Assay erzeugt und
mit konventioneller Antibiotikaresistenztestung mittels MHK-Teststreifen verglichen
werden. Es gelang, auf Antibiotika-Resistenz bzw. -Empfindlichkeit der Erreger
gegenuber Ciprofloxacin, Cefuroxim, Cotrimoxazol, Fosfomycin, Meropenem und
Nitrofurantoin mittels MALDI-TOF zu testen. Dabei handelt es sich um Antibiotika, die
teils gegen untere Harnwegsinfektionen eingesetzt werden und teils gegen
Pyelonephritiden. Fur Ciprofloxacin, Cotrimoxazol, Fosfomycin, Meropenem und
Nitrofurantoin konnten sehr gute Ubereinstimmungen erzielt werden. Die MALDI-TOF-
Testung von Cefuroxim wies dagegen eine im Vergleich zu den anderen Antibiotika
eine nicht ganz so gute Ubereinstimmung mit konventionellen Verfahren auf mit einer

relativ hohen Anzahl von sowohl major als auch minor errors bei den Ergebnissen

Mit Hilfe des MBT-ASTRA Assay kann innerhalb von ca. 4,5 Stunden ein
Antibiogramm erstellt werden. Im Vergleich zur konventionellen Resistenztestung, die
ca. 48 Stunden dauert, wird die Zeit bis zum Vorliegen des Antibiogramms so deutlich

verkirzt. Dabei ist auch eine Erregeridentifikation gleichzeitig mit der
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Antibiotikaresistenztestung mdglich. Eine Automatisierung und weitere Optimierung
des Tests stellt fur die Verwendung der MALDI-TOF MS in diesem Bereich eine
interessante Perspektive fir mikrobiologische Labore dar.
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