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WISSENSCHAFT - METHODEN

Laborautomation in der Mikrobiologie

/U einer schnelleren und besseren
individualisierten Diagnostik
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Total lab automation automates inoculation, incubation and analysis of
human specimens. It enables the laboratory to shorten incubation times
and significantly reduce the time to report. It improves the quality of
microbiologic analysis by increasing the number of grown organisms.

In the future it will enable automatic reading and fully automated identifi-
cation and susceptibility testing of bacteria.
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B  Automatisierung bezeichnet Technologie,
die es ermoglicht, Arbeitsschritte und -ablau-
fe ohne menschliches Zutun durchzufiihren®
[1]. Im medizinischen Bereich wird vor allem
in der Labormedizin bereits seit Jahrzehnten
automatisiert gearbeitet. Die Mikrobiologie
galt Uiber lange Zeit als ,nicht automatisier-

bar“, da sie durch ein hohes MaB an Variabi-
litat bei Untersuchungsmaterialien und
Arbeitsabldufen charakterisiert ist. In der
Abteilung fiir Medizinische Mikrobiologie und
Hygiene des Zentrums fiir Infektiologie an
der Universitatsklinik Heidelberg fiel im Jahr
2014 die Entscheidung, die kulturelle Dia-
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A Abb. 1: Wachstumskinetik verschiedener klinischer MRSA-Stdmme (Methicillin-resistenter
Staphylococcus aureus) und des Referenzstamms NCTC 10442 (Inokulum: 108 colony forming
units (cfu) pro Milliliter). Erstes Wachstum: erstes sicheres Wachstum von Bakterien, Einzelkolo-
nien: Einzelkoloniewachstum, geeignet zur weiteren Verarbeitung, Typisches Wachstum: typisches

Wachstum auf der Platte.

gnostik auf ein automatisiertes System umzu-
stellen. Im Jahr 2015 wurde eine Total Lab
Automation (TLA) der Firma BD Kiestra
gestellt und im Januar 2016 in den Routine-
betrieb genommen. Das System besteht aus
mehreren Einzelkomponenten (Plattenreser-
voir, Beimpfungsautomat, Brutschridnke,
Werkbanke zur weiteren Verarbeitung von
Proben und Kulturen), die durch ein Trans-
portband miteinander verbunden sind. Unse-
re Anlage verfiigt derzeit iiber eine Bebrii-
tungskapazitiat von 4.600 Platten. Die Anlage
hat AusmaBe von ca. 7,5 X 12 Meter. Derzeit
werden werktdglich mehr als 500 Proben neu
angelegt. Die Anlage kann nicht nur Agar-
platten beimpfen und ausstreichen, sondern
auch Bouillons beimpfen und Objekttriger
mit Material beschicken. Geeignete Proben
sind fliissig. Angelegte Agarplatten werden
bebriitet und nach einer definierten Zeit foto-
grafiert (z. B. 20 Stunden). Abgelesen werden
die Bilder der Platten am Bildschirm und die
entsprechenden Kolonien zur Weiterverar-
beitung elektronisch gekennzeichnet. Derzeit
werden Urine, Proben zum Screening auf
multiresistente Erreger (MRE) und positive
Blutkulturen iiber die Anlage prozessiert.

Eine neue Form der Prézision in der
mikrobiologischen Diagnostik

In der klassischen manuellen Mikrobiologie
werden Proben am Tag der Ankunft erfasst,
angelegt und inkubiert (Tag 0), am néchsten
Tag (Tag 1) zum ersten Mal abgelesen und je
nach Material und Kulturergebnis abschlie-
Bend beurteilt oder weiter inkubiert. Die klas-
sische Mikrobiologie rechnet in Tagen. Das
bedeutet, dass die reale Inkubationszeit um
bis zu acht Stunden schwanken kann. In der
automatisierten Mikrobiologie wird die Inku-
bationszeit von der Ablesung entkoppelt, da
die Platten rund um die Uhr nach der defi-
nierten Inkubationszeit (z. B. 20 Stunden)
fotografiert werden. Abgelesen werden die
Bilder zu einem spateren Zeitpunkt. Diese
Form der prazisen Festlegung, Vereinheitli-
chung und auch Uberwachung der Inkuba-
tionszeit ist in der klassischen Mikrobiolo-
gie, wenn iiberhaupt, nur mit einem erheb-
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lichen Dokumentationsaufwand leistbar.
Allerdings miissen vor Inbetriebnahme der
Automatisierung die Fotografierzeitpunkte
prazise festgelegt werden. Daten zu Wachs-
tumskinetiken einzelner bakterieller Spezies
waren so in der Literatur nicht vorhanden.
Die Beipackzettel einzelner Agarmedien ent-
halten entweder nur Angaben in Tagen (z. B.
zwei Tage) oder breite Stundenintervalle (z. B.
18-24 Stunden). Mit der TLA ergab sich erst-
mals die Notwendigkeit zur prazisen Defini-
tion von Inkubationszeiten (in Stunden und
Minuten). Gleichzeitig bot die TLA erstmals
die technischen Moglichkeiten, Studien zu
Wachstumszeiten von Bakterien auf unter-
schiedlichen (vor allem selektiven) Medien
durchzufiihren.

Verbesserungen bei Screening-
Untersuchungen (MRE)

Eingehende Untersuchungen zum Wachs-
tumsverhalten von Methicillin-resistentem
Staphylococcus aureus (MRSA; Abb. 1), Van-
comycin-resistenten Enterokokken (VRE) und
multiresistenten Gram-negativen Erregern

(3-MRGN, 4-MRGN) erbrachten unerwartete
Ergebnisse. Sowohl Untersuchungen mit ver-
schiedenen Stimmen MRSA (Abb. 1), VRE
und MRGN als auch Untersuchungen mit
Patientenproben konnten zeigen, dass fiir die
Suche nach MRSA und MRGN eine Inkuba-
tionszeit von 20 Stunden ausreichend ist. Fiir
den Nachweis von VRE reicht das leider nicht.
Hier ist eine Bebriitungszeit von 36 Stunden
notwendig [2].

Die Umsetzung dieser Ergebnisse in die
tagliche Routine fiihrte zu einer deutlich ver-
kiirzten Befundzeit fiir das kulturelle MRSA-
Screening (time to report, TTR). In der klas-
sischen Mikrobiologie miissen die Agarplat-
ten fiir das Screening auf MRSA zwei Tage
inkubiert werden, da ansonsten eine Min-
destinkubationszeit von 18-24 Stunden (wie
im Beipackzettel der Selektivplatte angege-
ben) nicht sichergestellt werden kann. Das
fiihrt zu einer mittleren Befundzeit von 48
Stunden. Durch die Umsetzung der Untersu-
chung auf die automatisierte Anlage konnte
die mittlere Befundzeit auf 24 Stunden
gesenkt werden (Abb. 2). Praktisch gespro-
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chen kommt der Befund dadurch einen gan-
zen Tag friiher [3].

Verbesserungen bei
Urinuntersuchungen

Mikrobiologische Urinuntersuchungen geho-
ren sowohl im Krankenhaus als auch im
ambulanten Bereich zu den haufigsten Unter-
suchungen. Neben der Bestimmung der Leu-
kocyten ermoglicht der Kulturbefund die Dia-
gnose und auch die gezielte Therapie von
Harnwegsinfekten. Klassischerweise werden
Urine an Tag 1 abgelesen, und wenn der Kul-
turbefund einen Harnwegsinfekt mdglich
erscheinen lasst, erfolgen Quantifizierung,
Identifizierung und Resistenztestung. Im auto-
matisierten System werden Kulturplatten von
Urinen einmal nach 20 Stunden fotografiert.
Eine bis dato unveroffentlichte Studie mit
mehr als 700 Urinen ergab, dass eine Ver-
langerung der Inkubation von Kultur-negati-
ven Urinen um weitere 20 Stunden keine wei-
tere Erh6hung der Anzahl der positiven
Befunde bewirkt. Allerdings zeigte sich, dass
mit dem Beginn der Prozessierung von
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A Abb. 2: Befundzeit von MRSA-Screening-Untersuchungen (Nasenabstriche, negatives Ergeb-
nis); 2015: vor der Automatisierung, 2016: nach der Automatisierung. Die Befundzeiten sind auf-
geschlisselt nach Wochentagen; dargestellt sind der Median, +25 % der Befunde (Box); AusreiBer:
Punkte (nach [3]).
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A Abb. 3: Zunahme an Nachweisen von Gram-positiven Stédbchen in der Urinkultur durch Total
Lab Automation (TLA). Statistische Signifikanz: *: p < 0,05; **: p <0,01; ***: p < 0,001 (nach [4]).

tungszeit von 20 Stunden deutlich zunahm
(Abb. 3). Dies war vor allem durch einen
Anstieg der Nachweise von Alloscardovia

Urinproben mit der Laborautomatisierung
die Anzahl von Nachweisen bestimmter
anspruchsvoller Bakterien bei einer Bebri-

omnicolens, Actinotignum schaalii und Gard-
nerella vaginalis bedingt [4].

Verbesserungen bei
Blutkulturuntersuchungen

Die Blutkulturdiagnostik gehort zur klassi-
schen kulturbasierten mikrobiologischen Dia-
gnostik. Die positiven Effekte auf die indivi-
dualisierte Patientenversorgung sind unbe-
stritten und gewinnen mit der Zunahme von
multiresistenten Erregern noch weiter an
Bedeutung. Sobald Blutkulturflaschen Hin-
weise auf bakterielles Wachstum geben, wer-
den sie klassischerweise auf Agarmedien sub-
kultiviert. Eine Resistenztestung erfolgt,
sobald auf den Agarplatten Wachstum zu ver-
zeichnen ist. Ein erstes Wachstum ist frithes-
tens nach vier bis sechs Stunden sichtbar und
erlaubt eine Resistenztestung. Klassischer-
weise wird eine Resistenztestung mittels
Agardiffusion nach weiteren 18 Stunden
Bebriitungszeit abgelesen. Die Bestimmung
der minimalen Hemmkonzentration (MHK)
bendtigt je nach Erreger auch zwischen 12
und 24 Stunden Inkubationszeit. Mit der Ver-
offentlichung von Grenzwerten zur Ablesung
direkter Agardiffusionsresistenztestungen
aus positiven Blutkulturflaschen (RAST) nach
vier, sechs oder acht Stunden durch das
Netzwerk EUCAST im November 2018
(www.eucast.org) war die Grundlage fiir eine
rasche Resistenztestung unter Zuhilfenahme
der Laborautomatisierung gegeben. Derzeit
werden alle positiven Blutkulturflaschen
einer direkten Testung unterzogen und die
Ergebnisse auch zeitnah der Station mitge-
teilt, und es ist eine zuverlassige Diagnose
von MRSA, VRE oder MRGN direkt aus posi-
tiven Blutkulturflaschen innerhalb von sechs
bis sieben Stunden moglich. In der Praxis
muss allerdings berticksichtigt werden, dass
mikrobiologische Labore nicht 24/7, sondern
in der Regel 12/7 arbeiten, das heiBt, mikro-
biologische Labore sind nicht rund um die
Uhr besetzt. Deshalb konnen nicht alle Ergeb-
nisse unmittelbar mitgeteilt werden, sondern
nur wahrend der Prasenzzeiten. Ein Vergleich
der Dauer bis zum Befund zwischen der direk-
ten Agardiffusion aus der positiven Blutkul-
turflasche und der Resistenztestung von der
Kultur aus der positiven Blutkulturflasche
ergab einen mittleren Unterschied von
17 Stunden. Das heiBit, der RAST erreicht die
Station fast einen ganzen Tag friiher.

Zusammenfassung und Ausblick

Die Total Lab Automation von BD Kiestra auto-
matisiert die Anlage von fliissigen Patien-
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tenmaterialien. Sie erlaubt die Anlage und
den Ausstrich von Platten, Bouillons sowie
die Beschickung von Préaparaten. Die
Ablesung von Agarplatten erfolgt anhand
von Bildern, die nach einer genau defi-
nierten Zeit durch die Kameraeinheiten
der Brutschrianke aufgenommen werden.
Validationen von Funktionsparametern
waren notwendig und fiihrten zu einer
deutlichen Verkiirzung der Befundzeiten
(MRSA-Screening und Blutkulturresis-
tenztestung). Die verdnderten, sehr stan-
dardisierten Bebriitungsbedingungen
wurden belohnt durch eine erhdhte Sen-
sitivitat der kulturellen Anzucht bei Uri-
nen.

Sowohl die gezeigte Verkiirzung der
Befundzeit als auch die erhohte Sensiti-
vitét der kulturellen Anzucht sind Effek-
te, die auch bei anderen Probenarten wiin-
schenswert sind. Es bleibt abzuwarten,
welche positiven Effekte sich ergeben,
z. B. bei der Bebriitung von Gewebe wie
Herzklappen oder bei Verdacht auf peri-
prothetische Infektion.

Technische Verbesserungen, die in den
nachsten Monaten bzw. Jahren zu erwar-
ten sind, sind Algorithmen zur Auswer-
tung von Plattenbildern und eine Vollau-
tomatisierung von Identifizierung und
Resistenztestung. Algorithmen zur Able-
sung und Bewertung von unbewachsenen
Platten sind gerade in der Erprobung. Die-
se Algorithmen ermoglichen es, das tech-
nische Personal vom Ablesen unbewach-
sener Platten zu entlasten, sodass die Mit-
arbeiter sich auf die Abarbeitung Kultur-
positiver Proben konzentrieren konnen.

AuBerdem ist gegenwartig der erste
Prototyp fiir eine automatisierte Identifi-
zierung und Resistenztestung von bakte-
riellen Kolonien in der Erprobung. Die-
ses Zusatzmodul ist in der Lage, markierte
Kolonien fiir die Identifizierung mittels
MALDI-TOF aufzubereiten und die ent-
standene Suspension zur Resistenztes-
tung zu verwenden. Es bleibt abzuwar-

ten, wie gut die mechanische Stabilitdt
dieses komplexen Moduls sein wird. Erst
dann lésst sich dessen Mehrwert abschét-
zen. |
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