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69 Verfahren zur Bestimmung von gram-negativen Bakterien.

@ Es wird ein Verfahren sowie eine Arbeitsausriistung

zur Bestimmung von gram-negativen Bakterien in
biologischen Fliissigkeiten beschrieben. Die Bestimmung
erfolgt, indem man Zellen in einer Fliissigkeit bei einem
pH-Wert von 6 bis 8 lysiert und sodann die Zellinhalts-
stoffe entfernt, die Mikroorganismen aus der fliissigen
Phase bei 5000 G oder mehr sedimentiert, die Mikrooz-
ganisinen in einem amdbocytischen Lysat von Limulus
polyphemus in einem wissrigen Medium inkubiert und
sodann das Ausmass der so érhaltenen Triibung bestimmt.
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PATENTANSPRUCHE

1. Verfahren zur Bestimmung von gram-negativen Bak-
terien, welche in biologischen Fliissigkeiten enthalten sind,
dadurch gekennzeichnet, dass man die Zellen, die in den
Fliissigkeit enthalten sind, bei einem pH-Wert von 6 bis 8
aufbricht, die Inhaltsstoffe der Zellen und der die Mikro-
organismen enthaltenden fliissigen Phase abtrennt, die Mi-
kroorganismen von der fliissigen Phase abtrennt und sie
wischt, um Pyrogene davon zu entfernen, und dass man die
genannten Mikroorganismen mit einem amdbocytischen Lysat
von Limulus polyphemus behandelt und das Ausmass der
Triibung misst, welches wihrend der genannten Behandlung
entsteht.

2. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeich-
net, dass die Mikroorganismen von der fliissigen Phase ab-
getrennt werden, indem man die fliissige Phase einer Zentri-
fugalkraft von mindestens 5000 G unterwirft, um die Mikro-
organismen von der genannten fliissigen Phase durch Sedi-
mentation abzutrennen.

3. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeich-
net, dass der Schritt der Zellaufbrechung der biologischen
Fliissigkeit durch Zumischung eines oberflichenaktiven Mit-
tels zu der Fliissigkeit erfolgt.

4. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet,
dass die Zellinhaltsstoffe durch Filtration durch ein pyro-
genfreies Filter abgetrennt werden, und dass die Sedimenta-
tion der Mikroorganismen durch Zentrifugation bei 5 000 bis
12.000 G ausgefiihrt wird.

5. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet,
dass die biologische Fliissigkeit Blut ist.

6. Verfahren nach Anspruch 5, dadurch gekennzeichnet,
dass der Schritt der Zellaufbrechung in der biologischen
Fliissigkeit unter Zumischung eines oberflichenaktiven Mit-
tels zu der Fliissigkeit erfolgt, die Zellinhaltsstoffe durch
Filtration durch ein pyrogenfreies Filter abgetrennt werden,
und dass die Abtrennung der Mikroorganismen durch Zen-
trifugation bei 5000 bis 12.000 G ausgefiihrt wird.

7. Verfahren nach Anspruch 6, dadurch gekennzeichnet,
dass die Zellinhaltsstoffe durch Filtration durch ein pyro-
genfreies Filter abgetrennt werden, und dass die Abtrennung
der Mikroorganismen durch Zentrifugation bei 5000 bis
12.000 G ausgefiihrt wird.

8. Verfahren nach Anspruch 6, dadurch gekennzeichnet,
dass das oberflichenaktive Mittel nichtionisch ist.

9. Verfahren nach Anspruch 7, dadurch gekennzeichnet,
dass das oberflichenaktive Mittel nichtionisch ist.

10. Vorrichtung zur Durchfithrung des Verfahrens ge-
miss Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, dass sie einen
Behilter mit zellauflosender, oberflichenaktiver Substanz,
einen Behilter mit ambocytischem Lysat von Limulus poly-
phemus und eines oder mehrere Verdiinnungsmittel umfasst,
welche bekannte Mengen gram-negativer Bakterien enthal-
ten.

Die vorliegende Erfindung wurde im Rahmen einer Ar-
beit gemacht, die vom Departement fiir Gesundheit, Erzie-
hung und Wohlfahrt finanziert wurde.

Die vorliegende Erfindung bezieht sich auf ein Verfah-
ren zur Bestimmung von gram-negativen Bakterien in biolo-
gischen Fliissigkeiten und auf eine Arbeitsmaterialzusam-
menstellung fiir die Ausfithrung einer derartigen Bestim-
mung.

Bisher ist es vorgeschlagen worden, die Gelierung des
Lysates von Amébocyten von Limulus polyphemus als Test
fiir die Anwesenheit von bakteriellen Endotoxinen in biolo-
gischen Fliissigkeiten zu verwenden, aber nithere Untersu-

chungen haben gezeigt, dass verschiedene pyrogene Verbin-
dungen, die von diesen Endotoxinen verschieden sind, posi-
tive Testresultate ergeben, wie dies von «Elin et al,, im

J. of Infectious Diseases, Vol. 128, 349-352 (1973)» berich-

5 tet wird. Andere Untersuchungen zeigten, dass der LAL-Test
fiir Endotoxin in Blutproben in vielen Fllen nicht mit Blut-
kulturen iibereinstimmt, welche die Gegenwart einer Viel-
zah! von gram-negativen Bakterien zeigen. Siehe dazu
«Martinez-G et al., im J. of Infectious Diseases, Vol. 127,

10 102-105 (1973)». Aus diesen Griinden ist der LAL-Test
nicht wirksam fiir die Bestimmung von biologischen Fliis-
sigkeiten, wie z.B. Blut, obwohl quantitative Bestimmungen
von Biomassen von gram-negativen Bakterien in Meerwas-
ser von «Watson et al [Applied and Environmental Micro-

15 biol., Vol. 33, 940-946 (1977)]» durchgefiihrt wurden.

Die vorliegende Erfindung ermdglicht die Abtrennung
der gram-negativen Bakterien in der biologischen Fliissig-
keit von extrazelluliren Pyrogenquellen wie auch von freien
Endotoxinen, wodurch es ermdglicht wird, dass die Menge

20 von Lipopolysaccharid, welche durch die Inkubation der
gram-negativen Bakterien mit amGbocytischem Lysat von
Limulus polyphemus gebildet wird, als quantitatives Mass
fiir die Menge der in der Probefliissigkeit anwesenden Bak-
terien verwendet werden kann. Das erfindungsgemasse Ver-

25 fahren ist insbesondere niitzlich fiir die Bestimmung von
gram-negativen Bakterien im Blut, aber das erfindungsge-
miisse Verfahren ist ebenso auf andere biologische Fliissig-
keiten anwendbar, wie z.B. auf cerebro-spinale Fliissigkeiten
(Riickenmarks- und Gehirnfliissigkeiten), Urin, Sauren der

30 freien Bauchhohle (Ascites) und #hnliche anwendbar.

Die vorliegende Erfindung stellt ein Verfahren zur Be-
stimmung von gram-negativen Bakteriengehalten in biolo-
gischen Fliissigkeiten zur Verfiigung, welches dadurch ge-
kennzeichnet ist, dass die in der Fliissigkeit vorhandenen

35 Zellen bei einem pH-Wert von 6 bis 8 aufgebrochen wer-
den, man die Zellinhaltsstoffe von der Mikroorganismen ent-
haltenden fliissigen Phase abtrennt, die Mikroorganismen
aus der fliissigen Phase abtrennt, und zwar vorzugsweise, in-
dem man die fliissige Phase einer Zentrifugalkraft von min-

40 destens 5000 G unterwirft, um die Mikroorganismen aus
der genannten Fliissigkeit durch Sedimentation abzutrennen,
die sedimentierten Mikroorganismen wischt, um die Pyro-
gene davon zu entfernen, und sodann die sedimentierten

“Mikroorganismen mit einem amdbocytischen Lysat von

45 Limulus polyphemus behandelt, und das Ausmass der Trii-
bung oder die Menge des unldslichen Niederschlages, wel-
cher sich wiihrend der Inkubation bildet, bestimmt. Eine Ar-
beitsausriistung fiir die Ausfiihrung einer derartigen Be-
stimmung enthilt als wesentliche Komponenten ein Zell-

5o aufldsungsmittel, ein amSbocytisches Lysat von Limulus
polyphemus und mindestens einen Standard, der eine be-
kannte Menge von gram-negativen Bakterien oder einen
Endotoxin enthilt.

Der erste Schritt des erfindungsgemissen Verfahrens,

ss nimlich die Aufldsung der Zellen, die in der biologischen
Fliissigkeit anwesend sind, wird ausgefiihrt, indem man die
Fliissigkeitsprobe mit einer wiissrigen Losung eines ober-
fliichenaktiven Mittels bei einem pH-Wert von 6 bis 8
mischt und sie bei Zimmertemperatur stehen lisst. Inner-

6o halb weniger Minuten wird ein sternklares Lysat erhalten.
Das oberfliichenaktive Mittel, das angewandt wird. ist vor-
zugsweise ein nichtionisches Mittel, wie z.B. Kondensate
von Athylenoxid mit hydrophoben Basen, die gebildet wer-
den. indem man Propylenoxid kondensiert; oder Alkylphen-

65 oxypolyiithoxylat wie z.B. Octylphenoxypolyiithoxyiithanol,
iso-Octylphenoxypolyiithoxyiithanol, Decylphenoxypoly-
iithoxyithanol und #hnliche. Insbesondere bevorzugt ist
Octylphenoxypolyiithoxy-(9-10)-iithanol, das unter dem Han-



delsnamen Triton X-100 vertrieben wird. Die Konzentration
des oberflachenaktiven Mittels kann in einem weiteren Be-
reich variieren, und zwar im Bereich von 0,1 bis 10 Gew.-%
bezogen auf die biologische Flissigkeit und vorzugsweise

im Bereich von 0,5 bis 1,5 Gew.-%. Das oberflichenaktive
Mittel wird vorzugsweise zuerst in Wasser (pyrogenfrei) ge-
16st, um eine Losung zu erhalten, welche 0,01 bis 1 Gew.-%
oberfldchenaktiven Mittels enthilt, und die biologische Fliis-
sigkeit wird mit der wissrigen L&sung in geeigneten Antei-
len vermischt, wodurch man das erwiinschte Verhiltnis des
oberflichenaktiven Mittels zur biologischen Fliissigkeit er-
hilt. Die Losung des oberflichenaktiven Mittels enthilt vor-
zugsweise ebenso einen Puffer, wie z.B. Natriumcarbonat-
Natriumbicarbonat in 0,01 molarer Konzentration, wodurch
man den pH-Wert der Losung und der Mischung der L&-
sung mit der biologischenFliissigkeit in einen pH-Bereich
von 6 bis 8 erhilt.

Nach Auflésung der Zellen, wie oben beschrieben, wer-
den die relativ groben Zellinhaltsstoffe von der fliissigen
Phase zur Filtration abgetrennt. Das verwendete Filter muss
pyrogenfrei sein und eine Porengrisse aufweisen, die aus-
reichend gross (d.h. 5 bis 60 Mikrometer, und vorzugsweise
40 bis 60 Mikrometer) ist, so dass die Mikroorganismen
mit der fliissigen Phase hindurchtreten, wihrend die Fest-
stoffe mit grosserer Teilchengrosse, nimlich die Zellinhalts-
stoffe, zuriickgehalten werden.

Die fliissige Phase wird sodann einer Kraft von minde-
stens 5000 G, und vorzugsweise 5000 bis 12.000 G bei-
spielsweise durch Zentrifugation unterworfen, wodurch man
die Sedimentation und Abtrennung der Mikroorganismen
von der fliissigen Phase auf einer sammelnden Oberfliche,
wie z.B. der Oberfliiche eines Glas- oder Kunststoffzentri-
fugenrdhrchens, erreicht. Anschliessend an die Sedimenta-
tion wird die iiberstehende, fliissige Phase entfernt, und zwar
vorzugsweise durch Absaugen, und die sedimentierten Mi-
kroorganismen werden mindestens einmal mit pyrogen-
freiem Wasser gewaschen, von welchem sie abermals durch
Sedimentation abgetrennt werden. Der Niederschlag oder
das Pellet der Mikroorganismen wird sodann mit einem
amdbocytischen Lysat von Limulus polyphemus inkubiert.

Nach Absaugen der iiberstehenden Fliissigkeit werden
die sedimentierten Mikroorganismen vorzugsweise weiter
gewaschen, indem man sie in 5 ml pyrogenfreiem Wasser
abermals suspendiert und durch ein pyrogenfreies Filter
filtriert, welches eine Porengrésse von 0,4 bis 0,6 Mikro-
meter aufweist, welches die Mikroorganismen zuriickhilt,
wihrend die restlichen kleinen Teilchen des Blutzellengrund-
gewebes als Abfall hindurchtreten. Das Filter, welches die
Mikroorganismen triigt, wird sodann mit einer 3%igen wiiss-
rigen Kochsalzlgsung (Natriumchlorid) gewaschen, wodurch
man eine Suspension der Mikroorganismen erhilt.

Die Suspension der Mikroorganismen in der 3%igen
wiissrigen Kochsalzlgsung (oder ein Aliquot der Suspension)
wird sodann bei einer konstanten Temperatur zwischen 35
und 45°C wiihrend etwa 1 Stunde mit einem amdbocytischen
Lysat von Lymulus polyphemus inkubiert. Ein Leerwert
oder ein Vergleichsversuch wird parallel ausgefiihrt, indem
man eine sterile 3 %ige wissrige Kochsalzlsung anstelle der
biologischen Probefliissigkeit verwendet. Wihrend der In-
kubationszeitspanne entwickelt sich eine Triibung in der Sus-
pension, aufgrund der Bildung eines Niederschlages oder
eines Coagulates. und dessen Menge wird mittels der Be-
stimmung der optischen Dichte mittels iiblicher Verfahrens-
weisen bestimmt, das beispielsweise von «Watson et al.. im
Applied and Environmental Microbiol., Vol. 33. 940-946
(1977)» umschrieben wird. Eine Reihe von Standardldsun-
gen. welche bekannte Mengen von gram-negativen Bakterien,
wie z.B. Esclierichia (E. coli), Klebsiella (K. pnewmonia),
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Bacteroides (B. fragilis) oder dhnliche, enthalten oder welche
bekannte Mengen von Endotoxinen, wie z.B. E. coli Endo-
toxin, enthalten, werden ebenso in getrennten Ansétzen mit
amdbocytischen Lysaten von L. polyphemus inkubiert. Nach

5 Abzug der Werte der optischen Dichte fiir den Leerwert
von denjenigen Werten der unbekannten Proben wie auch
von den Proben der Standardlésungen kann die Menge der
gram-negativen Bakterien in den unbekannten Proben leicht
aufgrund des Vergleiches der optischen Dichte der unbe-

10 kannten Proben mit einer Eichkurve, die aufgrund der Re-
sultate, die mit den bekannten Proben erhalten wurden, er-
stellt wurde, ermittelt werden. Wenn die verwendeten Stan-
darde Endotoxine sind, wird ein Korrektionsfaktor ange-
wandt, um die Resultate in Biomasse der gram-negativen

15 Bakterien umzurechnen. Das erfindungsgemisse Verfahren
ermdglicht eine Empfindlichkeit bis herab zu 20 gram-ne-
gativen Bakterien pro Millimeter biologischer Fliissigkeit.

Das erfindungsgemisse Bestimmungsverfahren weist eine
besondere Bedeutung auf, nicht nur wegen seiner Empfind-

20 lichkeit sondern auch, weil es in einer kurzen Zeitspanne
von weniger als 4 Stunden abgeschlossen ist, Das Eindringen
von gram-negativen Bakterien in den Blutstrom ist eine
schwierige und hiufig lebensgefihrliche Komplikation bei
vielen klinischen Zwischenfillen, wie auch als Vorkiufer fiir

25 postoperative, chirurgische Sepsis. Die Gefihrlichkeit des
Bakterienbefalls wird weiterhin dadurch erldutert, dass es
eine ansteigende Zahl von Patienten, welche Defekte im
Immunsystem aufweisen, welche hervorgerufen werden durch
eine Behandlung zut Verhinderung der Abstossung von Or-

30 gantransplantaten und weil Bakterimie eine hohe Mortali-
titsrate bei Patienten aufweist. Im Lichte dieser Tatsache
ist die schnelle und genaue Diagnose der Bakteréimie, welche
mittels des erfindungsgemissen Bestimmungsverfahrens
mdglich ist, ein wesentlicher wissenschaftlicher Fortschritt.

35 Anhand des folgenden Beispieles wird eine bevorzugte
Ausfithrungsform der vorliegenden Erfindung niher erliu-
tert.

Beispiel

Ein Aliquot von 4 ml einer vendsen Blutprobe, welche

40 in einer heparinisierten Spritze durch Punktur einer Vene
nach Desinfektion der Haut gesammelt wurde, wird in eine
pyrogenfreie Gasflasche, welche 36 ml lysierende Losung
enthielt, eingefiilit. Diese Lysierungsidsung enthilt pyrogen-
freies Wasser, welches 0,1 Gew.-% Octylphenoxypoly-

45 dthoxy-(9-10)-dthanol (Triton X-100) enthilt und 0,01 Mol
an Natriumcarbonat-Natriumbicarbonat ist, und welche einen
pH-Wert von 6 bis 8 aufweist. Nach leichtem Durchmischen
der Inhaltsstoffe wird die Flasche bei Zimmertemperatur
stehengelassen bis eine vollstindige sternklare Zellaufls-

s0 sung beobachtet wird, was innerhalb von etwa 3 bis 5 Mi-
nuten auftritt. Eine bekannte sterile Blutprobe wird in iden-
tischer Weise behandelt, um als Vergleichsversuch zu dienen.
Jede lysierte Probe wird sodann der Vakuumfiltration durch
eine 60 ml fassende grobe Allihn-Filterrshre, die eine ge-

ss filterte Glasfilteroberfliche von 40 bis 60 Mikrometer Po-
rendurchmesser aufweist, unterworfen.

Das Filtrat aus beiden Proben wird sodann in zwei Ali-
quote von je 20 m! geteilt, und diese werden in 30 ml fas-
sende pyrogenfreie Zentrifugenrshrchen eingefiillt, welche

60 mit eloxierten Aluminiumdeckeln verschlossen werden und
in einem Rotor des Typs T-30 bei einer relativen Zentrifu-
galschwerkraft von 10.000 G wihrend 15 Minuten in einer
Ultrazentrifuge bei Zimmertemperatur zentrifugiert werden.
Am Ende der Zentrifugation wurde die iiberstehende Fliis-

65 sigkeit durch vorsichtiges Absaugen entfernt, wodurch man
einen nahezu undurchsichtigen Niederschlag erhielt, der aus
Mikroorganismen und kleinen Blutzellenfragmenten bestand
und der sich auf der inneren Oberfliche der Zentrifugen-
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rohre befand. Der Niederschlag wurde in 10 ml sterilem,
destilliertem, pyrogenfreiem Wasser resuspendiert und nach
Jeichtemn Duchmischen unterwarf man ihn abermals der
Zentrifugation und man trennte abermals die {iberstehende

Fliissigkeit unter den gleichen Bedingungen ab. Dieser Wasch-

vorgang wurde ein zweites Mal wiederhoit.

Nach dem zweiten Waschen und Entfernung des Uber-
standes wurde das Sediment in 1 ml Kochsalzldsung, die
3 Gew.-% Natriumchlorid in pyrogenfreiem Wasser ent-
hielt, suspendiert.

Sodann wurden aliquote Proben von je 1 ml in getrennte
Testrohrchen iibergefiihrt. In andere Testrohrchen wurden
als Standarde 1 ml verschiedener Verdiinnungen von E. coli
Stammldsung in 3% wissiger Kochsalzlosung eingefiilit,
wodurch man bekannte Konzentrationen erhielt, welche von
0 bis 100 Organismen/ml reichten. Eine Blindprobe wurde
hergestellt, indem man 1 ml 3% Kochsalzldsung in eine an-
dere Testrohre einfiillte.

In jede Testréhre wurden sodann 0,2 ml wiederherge-
stelltes ambocytisches Lysat von Limulus polyphemus ein-
gefiillt, welches im Handel erhiltlich ist. Nach leichtem
Durchmischen wurden die Testrohrchen in einem Wasser-
bad wihrend 60 Minuten bei 40°C inkubiert. Nach der In-

4

kubation wurden die Testrohrchen abermals leicht geschiit-
telt und die optische Dichte der Fliissigkeit wurde jeweils in
Messkiivetten mit kleinem Volumen bei 360 nm bestimmt. '
Die optische Dichte des Blindwertes wurde von der optischen
5 Dichte jeder unbekannten und auch jeder Standardprobe
- abgezogen. Es wurde eine Eichkurve aufgrund der optischen
Dichten der bekannten Standarde erstellt, so dass durch
Interpolation der optischen Dichte der unbekannten Probe
in der Standardkurve die Anzahl der Organismen, die in der
10 unbekannten Probe anwesend sind, bestimmt werden kann.
Ahnliche Resultate konnen erhalten werden, indem man
das Bestimmungsverfahren auf andere biologische Fliissig-
Kkeiten anwendet.
Fine Arbeitsausriistung, die fiir die Ausfithrung der er-
15 findungsgemassen Bestimmung angewandt werden kann,
kann einen Behilter, beispielsweise eine Ampulle, welche
das zellauflosende Mittel oder eine wie oben beschriebene
Losung enthilt, einen Behilter mit amobocytischem Lysat
von Limulus und eine oder mehrere Standardverdiinnungen
20 von gram-negativen Bakterien, wie z.B. E. coli Endotoxin,
umfassen. Alle Vorrichtungen einschliesslich Filtern und
Testrohrchen sowie alle bei diesem Test angewandten Was-
ser und wiissrigen Losungen miissen pyrogenfrei sein.
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