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1 Einleitung

1.1 Multiresistente gramnegative Bakterien (MRGN)
Weltweit ist in den letzten Jahren zu beobachten, dass die Anzahl der Nach-

weise von multiresistenten gramnegativen Bakterien (MRGN) angestiegen ist.
Jeder zehnte Patient, der in ein deutsches Krankenhaus aufgenommen wird, ist
bereits mit multiresistenten Enterobakterien kolonisiert. Zwar verlauft die Kolo-
nisierung in der Regel asymptomatisch, es besteht jedoch die Gefahr einer
endogenen Infektion und einer Ubertragung auf andere Patienten. Die Thera-
piemoglichkeiten sind durch die Multiresistenz auf wenige Reserveantibiotika
beschrankt, eine Moglichkeit zur Dekolonisierung besteht bisher nicht
(Hamprecht und Gottig, 2018).

Gemal der Definition der Kommission fur Krankenhaushygiene und Infektions-
pravention am Robert-Koch-Institut (KRINKO) von 2012 werden 3MRGN- und
4MRGN-Bakterien unterschieden, die anhand ihrer Resistenz gegenuber den
vier wichtigsten bakteriziden Antibiotikaklassen eingeteilt werden (KRINKO,
2012): Acylureidopenicilline, Cephalosporine der dritten und vierten Generation,
Carbapeneme und Fluorchinolone. Fur Enterobakterien gilt, dass Stamme, die
gegen alle Antibiotikagruppen aul3er Carbapenemen resistent sind, als 3SMRGN
klassifiziert werden. Stamme, die Resistenzen gegen alle vier Gruppen aufwei-
sen, werden als 4MRGN definiert. Bei Fruh- und Neugeborenen, die
intensivmedizinisch behandelt werden, existiert aulerdem der Resistenzphano-
typ 2MRGN NeoPad fur Bakterienstamme, die lediglich gegen zwei der
definierten Antibiotikaklassen resistent sind. Fluorchinolone werden hier auf-
grund der eingeschrankten Anwendbarkeit bei Kindern nicht berutcksichtigt.
Eine Ausnahmeregelung besteht fur die Carbapenem-Resistenz: Ist eine
Carbapenemase vorhanden, handelt es sich unabhangig von der weiteren Re-
sistenzlage um 4MRGN-Bakterien. Die MRGN-Klassifikation der KRINKO gilt
fur Enterobakterien (z.B. Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae), Pseudomo-
nas aeruginosa und den Acinetobacter baumannii-Komplex und umfasst somit
einen Groldteil der krankenhaushygienisch relevanten gramnegativen Stab-
chenbakterien (KRINKO, 2012; Hamprecht und Gottig, 2018).



1.2 Enterobacterales
Bei der Ordnung der Enterobacterales aus der Abteilung der Proteobakterien

handelt es sich um gramnegative Stabchenbakterien, die keine Sporen bilden
und fakultativ anaerob sind. Ein wesentlicher Bestandteil ihrer Pathogenitat ist
die Bildung von Endotoxin. Neben ihrer Rolle als Indikator fur fakale Verunreini-
gung kommt den Enterobakterien vor allem als Erreger nosokomialer, also im
Krankenhaus erworbener Infektionen klinische Bedeutung zu.

Verschiedene Antigenstrukturen lassen eine serologische Differenzierung zwi-
schen den Spezies und Serovaren innerhalb der Enterobacterales zu: Beim O-
Antigen (Oberflachenantigen) handelt es sich um einen Bestandteil thermo-
stabiler Lipopolysaccharide in der bakteriellen Zellwand, die bei Zerfall der
Bakterien als Endotoxin freigesetzt werden und eine Immunreaktion provozie-
ren. Das thermolabile Protein Flagellin, welches ein Bestandteil der bakteriellen
Geilel ist, wird als H-Antigen (Geilelantigen) bezeichnet. Auch die Fimbrien,
die die Adharenz der Bakterien an befallene Zellen vermitteln, bestehen aus
Proteinen, die das F-Antigen (Fimbrienantigen) darstellen. Die Kapsel, die man-
che Bakterienspezies auszeichnet, wird von Polysacchariden gebildet, die das
K-Antigen ausmachen (Kapselantigen). Bei den OMP-Antigenen (Outer Memb-
rane Proteins) schlielllich handelt es sich um Porine in der Lipiddoppelschicht,
deren aullere Domanen zum Teil eine Immunreaktion induzieren.

Klinische Relevanz bekommen die verschiedenen Antigenstrukturen durch epi-
demiologische Studien, die eine enge Assoziation bestimmter Serotypen und
klinisch bedeutsamer Klone zeigen (Mora et al., 2011). Die serologische Unter-
scheidung der Antigenmuster lasst beispielsweise im Fall der Salmonellen eine
Klassifikation in mehr als 2500 Serovare mithilfe des Kauffmann-White-

Schemas zu.

1.2.1 Escherichia coli

1.2.1.1 Escherichia coli allgemein
Bei Bakterien der Spezies Escherichia coli (E. coli) handelt es sich wie bei allen

Enterobacterales um gramnegative, sporenlose Stabchenbakterien, die zudem
eine peritriche Begeillelung aufweisen, wodurch ihnen Bewegung ermoglicht
wird. Die Gattung Escherichia umfasst noch weitere Spezies (E. fergusonii,



E. hermanii, etc.), die nur selten aus menschlichen Materialien isoliert werden.
Aufgrund ihrer Rolle als Bestandteil der Intestinalflora treten Bakterienstamme
der Spezies E. coli haufig als Erreger von Infektionen des Urogenital- und Gast-
rointestinaltraktes, beispielsweise durch Aufnahme fakal verunreinigter
Lebensmittel, sowie der Blutbahn auf. In der Europaischen Union (EU) stellt
E. coli den haufigsten Erreger der bakteriellen Sepsis und von Harnwegs-
infektionen dar (ECDC, 2018), auRerdem ist die Spezies fur viele nosokomiale
Infektionen verantwortlich. Im Bereich der Trinkwasser- und Lebensmittelhygie-
ne fungiert E. coli als Indikator fur fakale Verunreinigung. Von vergleichsweise
harmlosen E. coli-Stammen werden primar pathogene Subtypen wie entero-
hamorrhagische E. coli (EHEC) oder enterotoxinbildende E. coli (ETEC)
unterschieden.

Anhand des Reports des European Antimicrobial Resistance Surveillance Net-
work (EARS-Net) zum Jahr 2017 (ECDC, 2018) lasst sich die vermehrte
Resistenzentwicklung der Spezies erkennen: 58,2 % der Isolate, deren Analy-
seergebnisse dem EARS-Net fur 2017 Ubermittelt wurden, waren gegen
mindestens eine untersuchte Antibiotikaklasse (Fluorochinolone, Cephalospori-
ne der dritten Generation, Aminoglykoside, Carbapeneme) resistent, wobei sich
ein groRer Teil der Resistenzmechanismen gegen Aminopenicilline richtete.
12,3 % der 2017 in Deutschland getesteten Isolate waren gegen Cephalospori-
ne der dritten Generation resistent, hier lasst sich im Vergleich zu 2014
(10,5 %) ein leichter, wenn auch signifikanter Anstieg erkennen. Diese Anteile
variieren innerhalb der EU, wobei vor allem in den sudlichen und 6stlichen Re-
gionen Europas hohere Resistenzraten ermittelt wurden. Eine Resistenz gegen
Carbapeneme wiesen weniger als 0,1 % der in Deutschland getesteten Isolate
auf (ECDC, 2018).

Ihren Ursprung haben neu erworbene Resistenzen in Mutationen und dem Er-
werb mobiler genetischer Elemente. Beispiele fur Resistenzmechanismen
stellen Extended-Spectrum-B-Laktamasen (ESBL) und Carbapenemasen dar.
Die ESBL vermitteln Resistenzen gegen Penicilline, Cephalosporine und Mo-
nobactame und somit gegen einen Grofteil der B-Laktam-Antibiotika, so dass

Carbapeneme als eine der wenigen Ubrigen Therapieoptionen verbleiben. Die



Bedeutung der ESBL-bildenden Bakterienstamme zeigt sich auch in den Daten
des EARS-Net von 2017 (ECDC, 2018): 87,4 % der getesteten, gegen Cepha-
losporine der dritten Generation resistenten Isolate waren ESBL-Bildner, ein
Anteil, der in den letzten Jahren stabil geblieben ist. Die weite Verbreitung der
ESBL-Bildner kdnnte mit zunehmendem Verbrauch von Carbapenemen einher-
gehen, was die Gefahr einer Selektion von Carbapenem-resistenten
Enterobacterales (CRE) birgt. Carbapenem-Resistenz wird unter anderem
durch Carbapenemasen vermittelt, durch sie werden bis auf wenige Ausnah-
men alle verfugbaren p-Laktam-Antibiotika wirkungslos. Die Kodierung der
Carbapenemasen erfolgt meist auf Plasmiden (ECDC, 2018).

FUr das Erkennen und die genomische Surveillance von E. coli-Ausbriichen hat
sich die Multi-Locus-Sequenz-Typisierung (MLST) bewahrt, auf die im Folgen-
den naher eingegangen wird. Ein weiterer Klassifikationsansatz fur E. coli, der
bereits in den 1940er Jahren begrundet wurde, ist die O:H:K-Serotypisierung.
Basierend auf einer Agglutinationsreaktion der Antigene mit spezifischen Anti-
seren macht diese Methode sich die Variabilitat der Oberflachenantigene
innerhalb der Spezies zunutze und erlaubt so eine Differenzierung von Subty-
pen unterhalb des Spezieslevels. Da nur wenige Labors die Typisierung des K-
Antigens durchfuhren, ist die O:H-Serotypisierung der aktuelle Goldstandard
(Joensen et al., 2015; Fratamico et al., 2016).

1.2.1.2 Escherichia coli MRGN
Wie auch die Daten des EARS-Net zeigen, ist die Pravalenz von Antibiotikare-

sistenzen bei E. coli in den letzten Jahren erheblich gestiegen, besonders in
den sudostlichen Regionen der EU gibt es besorgniserregend hohe Resistenz-
raten (Coque et al., 2008; KRINKO, 2012; ECDC, 2018). 4,5 % der vom EARS-
Net untersuchten E. coli-Isolate wiesen hierbei einen 3MRGN-Phanotyp auf,
das 4MRGN-Resistenzmuster ist in dieser Publikation nicht naher aufgeschlus-
selt (ECDC, 2018).

Die Verbreitung antibiotikaresistenter E. coli-Stamme erfolgt in erster Linie au-
Rerhalb des Krankenhauses uber kontaminierte Lebensmittel, unzureichend
aufbereitetes Trinkwasser, Haustiere oder von Mensch zu Mensch bei man-
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gelnder Basishygiene (Warren et al., 2008; Ewers et al., 2010; Murphy et al.,
2010; Askar et al., 2011; Dolejska et al., 2011; Hauri et al., 2011; Coleman et
al., 2012; KRINKO, 2012). Die Reproduktionsrate in Krankenhausern ist gering
(Harris et al., 2007a; Harris et al., 2007b; Fankhauser et al., 2009; Willemsen et
al., 2011; Kohlenberg et al., 2012; KRINKO, 2012). Eine reine Kolonisierung mit
3MRGN-E. coli verschlechtert den klinischen Verlauf nach bisherigen Erkennt-
nissen nicht, kommt es allerdings zu einer Infektion, erhoht sich die Mortalitat im
Vergleich zu sensiblen Stammen (Schwaber und Carmeli, 2007; Ahmed et al.,
2009; KRINKO, 2012). Ein bedeutender Risikofaktor fur eine Besiedlung stellt
eine Antibiotikatherapie dar, in Bezug auf 4MRGN-E. coli auRerdem der Auf-
enthalt in Regionen mit erhohter Pravalenz (Harris et al., 2007b; Hsieh et al.,
2010; Kumarasamy et al., 2010; Rodriguez-Bano et al., 2010; Pfeifer et al.,
2011; KRINKO, 2014). Fur BMRGN-E. coli im stationaren Bereich empfiehlt die
KRINKO eine Pravention lediglich in Risikoabteilungen mit verstarkt infektions-
gefahrdeten Patienten. Ein aktives Screening wird auch in der endemischen
Situation nicht empfohlen, da es sich als ineffektiv erwiesen hat (Gardam et al.,
2002; Willemsen et al., 2011; KRINKO, 2012). Fur 4AMRGN-E. coli wird wegen
der stark eingeschrankten Therapiemoglichkeiten eine Pravention fur jeden Be-
reich und ein Screening aller Risikopatienten empfohlen. Aktuell sind fur E. coli
mit SMRGN- und 4MRGN-Profil noch keine erfolgsversprechenden Sanierungs-
konzepte etabliert (Buehimann et al., 2011; KRINKO, 2012).

1.2.2 Klebsiella pneumoniae

1.2.2.1 Klebsiella pneumoniae allgemein
Bakterien der Gattung Klebsiella sind gramnegative sporenlose Stabchenbakte-

rien aus der Ordnung der Enterobacterales, die als charakteristisches Merkmal
eine Kapsel aufweisen. Klebsiellen sind fakultativ pathogen und typischerweise
fur nosokomiale Infektionen des Harntrakts, der unteren Atemwege sowie der
Blutbahn verantwortlich. Innerhalb der Klebsiellen hat Klebsiella pneumoniae
(K. pneumoniae) als haufiger Erreger der bakteriellen Sepsis und der noso-
komial erworbenen Pneumonie die grofite Bedeutung inne (KRINKO, 2012;
ECDC, 2018). Nach Informationen des Krankenhaus-Infektions-Surveillance-
Systems (KISS) von 2011, das Daten von auf Intensivstationen erworbenen

11



Neuinfektionen in mehr als 800 Krankenhausern gesammelt hat, gehort
K. pneumoniae zu den funf haufigsten Erregern der beatmungsassoziierten In-
fektion der unteren Atemwege, der Zentralvenenkatheter-assoziierten Sepsis
und der Harnblasenkatheter-assoziierten Harnwegsinfektion (Geffers und
Gastmeier, 2011). Klebsiellen verfugen Uber eine intrinsische chromosomal ko-
dierte B-Laktamase der Klasse A, die sie resistent gegenuber Aminopenicillinen
und Benzylpenicillin macht. Schon diese naturliche Resistenz schrankt die The-
rapiemoglichkeiten bei einer Infektion ein, hinzu kommen haufig durch Plasmide
erworbene Mehrfachresistenzen.

Nach den Daten des EARS-Net von 2017 liel3en sich bei K. pneumoniae gene-
rell hohere Anteile von Multiresistenz als bei E. coli feststellen. 34,1 % der
untersuchten K. pneumoniae-lsolate waren gegen mindestens eine getestete
Antibiotikagruppe (Fluorochinolone, Cephalosporine der dritten Generation,
Aminoglykoside und Carbapeneme) resistent. Dabei richtete sich ein Grolteil
der Resistenzen gegen Aminoglykoside, gefolgt von Cephalosporinen. Die Re-
sistenzrate gegen Cephalosporine der dritten Generation in Deutschland betrug
14,7 %, wobei sich im Vergleich zu 2014 (12,7 %) ein leichter Anstieg abzeich-
nete. In einigen Regionen im Sudosten der EU wurden Resistenzraten von bis
zu 76,3 % ermittelt. Bei einem Grofteil der resistenten Stamme konnte ESBL-
Bildung nachgewiesen werden. Gegen Carbapeneme waren lediglich 0,5 % der
in Deutschland getesteten Isolate resistent, im Gegensatz dazu stellt Griechen-
land mit einer Resistenzrate von 64,7 % ein Hochpravalenzgebiet dar. Es wird
allerdings darauf hingewiesen, dass phanotypische Methoden die Pravalenz
Carbapenemase-produzierender Stamme mdglicherweise unterschatzen
(ECDC, 2018).

Die Klassifikation der K. pneumoniae-lsolate unterhalb des Spezieslevels wird
durch Serotypisierung ermoglicht. Die Methode basiert ahnlich der E. coli-
Serotypisierung auf den Oberflachenantigenen O und K. H-Antigene existieren
bei Klebsiellen nicht, da man bisher davon ausgeht, dass K. pneumoniae keine
Flagellen besitzt (Novais et al., 2019).
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1.2.2.2 Klebsiella pneumoniae MRGN
Sowohl 3MRGN- als auch 4MRGN-Stamme der Spezies K. pneumoniae ver-

breiten sich in erster Linie nosokomial, die Reproduktionsraten sind allgemein
eher gering (Kola et al., 2007; KRINKO, 2012). Im Rahmen eines Ausbruches
kann es jedoch vereinzelt zu hohen Reproduktionsraten klonal identischer
Stamme kommen (Vranic-Ladavac et al., 2010; Calbo et al., 2011). Exakte Da-
ten zur Haufigkeit von MRGN-Klebsiella spp. sind in der Publikation des EARS-
Net nicht aufgeschlusselt, 15,5 % der getesteten K. pneumoniae-lsolate waren
jedoch gegen drei der untersuchten Antibiotikaklassen resistent (ECDC, 2018).
Die Ubertragung erfolgt in der Regel von Mensch zu Mensch, allerdings ist auch
die Ubertragung (iber feuchte Habitate in unbelebter Umgebung, beispielsweise
bei der Verwendung von Medizinprodukten, moglich (Carbonne et al., 2010;
Robustillo Rodela et al., 2012; Snitkin et al., 2017). Bedeutende Risikofaktoren
fur eine Infektion mit MRGN-Klebsiella spp. stellen antibiotische Therapien in
der Vorgeschichte und Krankenhausaufenthalte, besonders in Endemiegebie-
ten und in Kombination mit invasiven Eingriffen, dar (Kassis-Chikhani et al.,
2006; Tumbarello et al., 2006; Bogaerts et al., 2010; Liu et al., 2018). Die Klini-
sche Manifestationsrate, bezogen auf alle Patienten mit Nachweis eines
Carbapenem-resistenten K. pneumoniae-Stammes, betrug in Studien mit sys-
tematischer Surveillance bis zu 38,1 % (Lopez et al., 2011). Kommt es zu einer
Infektion, ist der Krankheitsverlauf bei 4AMRGN-Stammen haufig schwerwiegen-
der als bei 3MRGN-Stammen (Schwaber und Carmeli, 2007; Ben-David et al.,
2012). Fir 3MRGN-Klebsiella spp. empfiehlt die KRINKO praventive Malinah-
men zum Schutz nicht-besiedelter Patienten lediglich in Risikobereichen, in
denen eine erhohte Infektionsgefahr besteht (KRINKO, 2012). Ein Screening fur
3MRGN-Klebsiella spp. hat sich in der endemischen Situation jedoch als in-
effektiv erwiesen (Gardam et al., 2002; Willemsen et al., 2011). Fir 4MRGN-
Klebsiella spp. werden aufgrund der stark reduzierten Therapiemdglichkeiten
praventive Ma3nahmen in allen Bereichen und ein Screening von Risikopatien-
ten empfohlen. Erfolgsversprechende Sanierungskonzepte fur Klebsiella spp.
mit SMRGN- und 4MRGN-Profil sind bislang nicht bekannt (KRINKO, 2012).

13



1.3 Surveillance und Typisierung
Die Surveillance, das heiftt epidemiologische Uberwachung, von Infektions-

krankheiten dient deren systematischer Erfassung und Analyse sowohl auf
Klinikebene als auch in einem regionalen und Uberregionalen Kontext. Beson-
ders nosokomiale Infektionen konnen, wie oben beschrieben, die Prognose der
teilweise schwer erkrankten Klinikpatienten erheblich einschranken und die
Dauer des Krankenhausaufenthalts sowie die entstehenden Kosten erhdhen.
Invasive MalRnahmen, wie sie beispielsweise bei intensivmedizinisch versorgten
Patienten oder Frihgeborenen eingesetzt werden, erhdhen das Infektionsrisiko
ebenso wie Multimorbiditat (Vincent et al., 1995). Kommt es zu gehauften
Nachweisen eines Pathogens, gilt es, einen moglichen Ausbruch fruhzeitig zu
erkennen und entsprechende Eindammungsmalnahmen wie die Isolation der
betroffenen Patienten oder flachendeckende Screenings, wie sie beispielsweise
fur Methicillin-resistente Staphylococcus aureus (MRSA)-Stamme in Kranken-
hausern eingefuhrt wurden, zu beginnen. Hierbei ist es ausschlaggebend zu
wissen, ob es tatsachlich zu einem Ausbruch einer nosokomialen Infektion ge-
kommen ist oder lediglich eine Haufung ambulant erworbener Infektionen
vorliegt. Hinweisend fur ein Ausbruchsgeschehen kann eine genetische Ver-
wandtschaft der Bakterienstamme verschiedener Patienten sein. Eine
systematische Surveillance ermdglicht auRerdem einen globalen Uberblick Uber
die Haufigkeitsverteilung verschiedener Erreger und die Wirksamkeit praventi-
ver MalRnahmen.

Vor dem Hintergrund zunehmender nosokomialer Ausbriche multiresistenter
Erreger hat die Typisierung von Bakterienisolaten somit enorm an Bedeutung
gewonnen. Nicht nur die Spezies, sondern vor allem die Stammzuordnung ist
grundlegend, um Ausbriiche friihzeitig zu erkennen und Ubertragungswege zu
identifizieren. Hierbei ist eine Typisierungsmethode, die zuverlassig und schnell
moglichst prazise Ergebnisse zu Verfugung stellt, ausschlaggebend. Einen
Uberblick tber die Entwicklung und Charakteristika verschiedener Verfahren
gibt ein Review-Artikel von 2019 (Novais et al., 2019): In den 1930er Jahren
wurde die traditionelle Serotypisierung, die auf Agglutination spezifischer Anti-
seren mit Polysacchariden auf der Zelloberflache basiert, als phanotypische
Methode zur Typisierung von Bakterienisolaten entwickelt. Mit der Entwicklung
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der Genotypisierung in den spaten 1970er Jahren gewannen Verfahren wie
Pulsed Field Gel Electrophoresis (PFGE) fur die Surveillance bakterieller Infek-
tionen an Bedeutung. Techniken, die auf der Analyse des bakteriellen Genotyps
basieren, sind auch heute noch der Goldstandard fur die Typisierung von Bak-
terienstammen. PFGE ist im Vergleich zu anderen genotypischen Verfahren
eine robuste und weniger kostenintensive Methode, die dennoch Uber eine gute
Trennscharfe verfugt. Dank der genannten Eigenschaften stellt PFGE den am
haufigsten genutzten Ansatz fur die Charakterisierung von Ausbruchsisolaten
dar. Eine neuere genotypische Methode ist die Ganzgenomsequenzierung
(Whole Genome Sequencing, WGS), die Variationen des gesamten Genoms
darstellen kann und somit eine sehr viel hohere Auflosung als die genotypi-
schen Vergleichsmethoden bietet (Sabat et al., 2013; Novais et al., 2019). In
einem Review-Artikel von 2013 wird allerdings zu bedenken gegeben, dass die
Umstande und jeweiligen Prioritaten bei der Wahl der Typisierungsmethode
eine wichtige Rolle spielen (Sabat et al., 2013): Ist beispielsweise in einer
akuten Ausbruchssituation primar die Geschwindigkeit des Typisierungsprozes-
ses von Bedeutung, ist die Verwendung von auf der Polymerase-Kettenreaktion
(PCR) basierenden Methoden angebracht. Handelt es sich um eine auf viele
geographische Standorte verteilte Entwicklung, werden tendenziell robustere
Techniken wie PFGE bevorzugt. Hat dagegen die Eindeutigkeit einer Isolat-
Charakterisierung Prioritat, empfiehlt sich ein Verfahren mit hoher Aufldsung
wie die Ganzgenomsequenzierung (Sabat et al., 2013).

Wahrend einige genotypische Methoden uber ein gutes diskriminatorisches Po-
tenzial verfugen und zuverlassig reproduzierbar sind, wird die routinemaRige
Durchfuhrung vieler Verfahren durch die Entstehung vergleichsweise hoher
Kosten und den erheblichen Zeitaufwand erschwert. Als Alternative zur Geno-
typisierung haben sich spektroskopische Methoden hervorgetan, die sich in
ihrer einfachen Handhabung und dem geringen Zeit- und Kostenaufwand von
genotypischen Verfahren unterscheiden. Wegen ihrer guten diskriminatorischen
Fahigkeiten hat sich in den letzten Jahren vor allem die Fourier-Transform-
Infrarot (FTIR)-Spektroskopie etabliert (Novais et al., 2019).
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1.4 Fourier-Transform-Infrarot (FTIR)-Spektroskopie

1.4.1 Prinzip der FTIR-Spektroskopie
Die FTIR-Spektroskopie wird eingesetzt, um die Zusammensetzung verschie-

denster Probenmaterialien zu identifizieren. Das Verfahren basiert auf
Absorption von Infrarotstrahlen durch eine Probe, in diesem Fall durch die Mo-
lekile der Bakterienzelle. Das FTIR-Spektrum wird also mafigeblich durch den
bakteriellen Phanotyp bestimmt. Die durch die Strahlung ausgelosten Schwin-
gungen der Molekule erzeugen ein spezifisches FTIR-Spektrum, welches die
chemische Struktur der gesamten Zelle reprasentiert. Ublicherweise liegt die
Wellenzahl zwischen 4000-400 cm™" und somit im mittleren Infrarotbereich des
elektromagnetischen Spektrums. Da jede funktionelle Gruppe Infrarotstrahlen in
einem spezifischen Wellenzahlbereich absorbiert, Iasst sich jeder Molekul- oder
Stoffgruppe (Proteine und Peptide, Polysaccharide, Lipide, Nukleinsauren) ein
charakteristisches spektrales Fenster zuordnen. Die Eigenschaften dieser
Fenster sind in Tabelle 1 zusammengestellt. Die gemischte Region und die den
Polysacchariden zugeordnete Region lassen hierbei die praziseste Diskrimina-

tion von Bakterienstammen zu (Helm et al., 1991b).
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Tabelle 1: Eigenschaften der spektralen Fenster (Helm et al., 1991b).

Spektrales  Region Wellenzahl (cm™) Reprasentierte
Fenster Bestandteile
W; Fettsauren- 3000-2800 -CHs
Region | >CH>
=CH
Lipide
W Amid-Region 1800-1500 Carboxyl-, Carbonyl-, Keto-
gruppen
Proteine, Peptide
W3 Gemischte Re- 1500-1200 Proteine, Fettsduren, Phos-
gion phatgruppen
W4 Fettsauren- 1500-1400 -CHs
Region Il >CH>
Lipide
W, Polysaccharid- = 1200-900 Polysaccharide
Region
W5 Fingerprint- 900-700 Nicht auf zellulare Bestand-
Region teile bezogen

1.4.2 FTIR-Spektroskopie als Typisierungsmethode
Nachdem bereits in den 1950er Jahren die ersten Experimente zur Anwendung

von Infrarotspektroskopie fur die Typisierung von Mikroorganismen durchge-
fuhrt wurden (Goulden und Sharpe, 1958), etablierten Naumann und Mitarbeiter
die Technik in den 1990er Jahren fur die mikrobiologische Verwendung (Helm
et al.,, 1991b; Naumann et al., 1991). In den folgenden Jahrzehnten wurde die
Methode im Rahmen vielfaltiger Studien weiterentwickelt und auf verschiedene
taxonomische Range bis hin zur Stammdifferenzierung angewandt. Allerdings
konnte erst in den letzten Jahren nachvollzogen werden, dass spezifische
Oberflachenstrukturen der Bakterienstamme fur die intraspezifische Variabilitat
von FTIR-Spektren verantwortlich sind (Novais et al., 2019).

Da die FTIR-Spektroskopie mit vollstandig erhaltenen Zellen arbeitet und somit
eine nicht-destruktive Technik darstellt, geht die Vorbereitung der Bakterien mit
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minimalem Aufwand einher. Es muss lediglich eine Bakterienkultur auf einem
festen Nahrboden oder in Flussigkeit hergestellt werden. Verschiedene Ver-
suchsanordnungen haben gezeigt, dass Variationen der Inkubationszeit bis vier
Stunden und die Verwendung verschiedener, nicht-selektiver Nahrboden die
Reproduzierbarkeit nicht signifikant verschlechtern (Helm et al., 1991a; Lefier et
al.,, 1997; Wenning et al., 2014). Daruber hinausgehende Veranderungen ber-
gen allerdings die Gefahr, einen Einfluss auf die chemische Zusammensetzung
der Zelle und somit auf das FTIR-Spektrum zu haben (Helm et al., 1991b; van
der Mei et al., 1996; Grunert et al., 2013).

Einen Uberblick tiber die bisher durchgefiihrten Studien zur FTIR-Spektroskopie
bei verschiedensten Spezies gibt ein Review-Artikel aus dem Jahr 2019 (Novais
et al., 2019). Die Anwendung der FTIR-Spektroskopie zur Differenzierung von
E. coli-Stammen auf Subspezies-Ebene wurde in einer Vielzahl von Studien
belegt, von denen hier einige aktuellere Beispiele genannt sind: Bei der erfolg-
reichen Subtypisierung von E.coli 0O157:H7-Stammen durch FTIR-
Spektroskopie konnte im Vergleich mit PFGE eine verbesserte Trennscharfe
von FTIR-Spektroskopie nachgewiesen werden (Davis et al., 2012). 2013 konn-
ten bestimmte E. coli-Isolate der phylogenetischen Gruppen B2 und D, u.a.
ST131-Klone, mittels FTIR-Spektroskopie verlasslich differenziert werden
(Sousa et al., 2013). Bei der Analyse uropathogener E. coli-Isolate verschiede-
ner Sequenztypen (u.a. ST131) mittels FTIR-Spektroskopie und Partial Least
Square Discriminant Analysis (PLS-DA) hing der Erfolg der FTIR-Typisierung

stark vom jeweiligen Sequenztyp ab (Dawson et al., 2014).

Die Anwendung der FTIR-Spektroskopie auf Bakterien der Spezies Klebsiella
wurde beispielsweise in den folgenden Publikationen evaluiert: Bei der Typisie-
rung klinischer Klebsiella-Stamme auf Subspezies-Ebene zeigte die FTIR-
Spektroskopie eine hohe Ubereinstimmung mit WGS (Dinkelacker et al., 2018).
Die genotypische Typisierung Carbapenem-resistenter K. pneumoniae-lsolate
konnte mithilfe der FTIR-Spektroskopie und Hauptkomponentenanalyse (PCA)
bzw. PLS-DA vollkommen reproduziert werden (Silva et al., 2016). In einer Stu-
die von 2006 konnten gramnegative Isolate (u.a. Klebsiella spp.) mithilfe von
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FTIR-Spektroskopie und hierarchischer Clusteranalyse (HCA) mit geringerem
Erfolg typisiert werden als grampositive Isolate (Sandt et al., 2006).

Ein Review-Artikel von 2019 stellt folgende Vorzuge der FTIR-Spektroskopie
zusammen (Novais et al., 2019): Aufgrund der nicht-destruktiven Herange-
hensweise ist nur eine kurze Vorbereitungszeit notig, man bendtigt nur wenige
Chemikalien und lediglich eine geringe Probenmenge. Die Verfugbarkeit semi-
automatisierter Verfahren reduziert den Arbeitsaufwand im Gegensatz zu Me-
thoden wie WGS. Zusatzlich ermoglicht die Methode einen hohen Durchsatz, ist
wesentlich kostengunstiger als genotypische Typisierungsmethoden und ein-
fach in der Durchfuhrung, was sie zukunftig fur die Routineanwendung attraktiv
machen konnte. Im Vergleich zur Ganzgenomsequenzierung ist die Trenn-
scharfe der FTIR-Spektroskopie nach Meinung der Autorinnen geringflugig
reduziert. Da es sich um eine phanotypische Methode handelt, besteht eine
Korrelation zwischen den FTIR-Spektren und den Oberflachenantigenen der
bakteriellen Zellwand, so dass der Bezug zu Pathogen-Wirt-Interaktionen des
Bakteriums hergestellt werden kann (Novais et al., 2019).

Wahrend diese Eigenschaften die FTIR-Spektroskopie zu einer geeigneten Me-
thode fur die Bakterientypisierung machen konnten, weist die Technik noch
einige Einschrankungen auf, die bisher eine Etablierung in der diagnostischen
Routine verhindern: In einem Review-Artikel aus dem Jahr 2018 wird erlautert,
dass standardisierte Protokolle verfugbar sein mussen, um reproduzierbare Er-
gebnisse zu erzielen und die Vergleichbarkeit von in verschiedenen Laboren
durchgefuhrten Analysen zu gewahrleisten (Quintelas et al., 2018). Auch die
Etablierung internationaler Referenzdatenbanken ist essenziell fur die breite
Anwendung von FTIR-Spektroskopie. Weiterhin wird betont, dass FTIR-
Spektroskopie die intrinsische Variabilitat von Klonen bisher nicht miteinbezieht.
Diese offenen Fragen veranlassen die Autorinnen und Autoren zu der Annah-
me, dass die FTIR-Spektroskopie zum aktuellen Zeitpunkt noch nicht fur
Routineanalysen geeignet ist (Quintelas et al., 2018).
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1.5 Multi-Locus-Sequenz-Typisierung (MLST)
Genotypische Methoden machen sich unterschiedliche Merkmale der bakteriel-

len Genomsequenz zunutze, um Bakterienstamme zu differenzieren. Die MLST
ist eine mogliche Herangehensweise bei der Genom-Analyse. Der traditionelle
Ansatz der MLST, der in dieser Studie angewandt wurde, beinhaltet die Amplifi-
zierung und Sequenzierung mindestens sieben verschiedener Genloci. Bei den
ausgewabhlten Loci handelt es sich um hochkonservierte Regionen von House-
keeping-Genen, die konstitutiv exprimiert werden und am zentralen
Stoffwechsel beteiligt sind. Trotz der zentralen Bedeutung weisen diese Regio-
nen eine gewisse genetische Variabilitat auf, die die Einteilung in sogenannte
Sequenztypen ermoglicht. Eine hohere Trennscharfe kann mit einer auf WGS-
Daten basierenden wgMLST-Analyse (Whole Genome MLST) oder einer auf
dem Core Genome basierenden cgMLST-Analyse (Core Genome MLST) er-
reicht werden. Ein Core Genome umfasst orthologe, d.h. auf einen
gemeinsamen Vorfahren zurickgehende Sequenzen, die Bestandteil aller un-
tersuchten Genome sind (Jagadeesan et al., 2019). Review-Artikel von 2013
und 2019 befassen sich mit den Charakteristika der MLST-Analyse (Sabat et
al., 2013; Novais et al., 2019). Das Vorliegen vollstandig standardisierter Proto-
kolle fur viele Spezies und groRer Datenbanken (zum Beispiel
http://pubmlst.org) machen die MLST-Analyse zu einer robusten Methode, die
beispielsweise gut fur die Surveillance von Klonen, die sich grofiraumig ausbrei-
ten oder durch Lebensmittel Ubertragen werden, geeignet ist. Die Trennscharfe
einer MLST-Analyse ist durch den kleinen Anteil des Genoms, der sequenziert
wird, eher gering. Fir eine prazisere Uberwachung und Charakterisierung von
Ausbruchsisolaten sind Methoden mit hoherer Auflosung geeigneter (Sabat et
al., 2013; Novais et al., 2019). In einer Publikation von 2016 wird zu bedenken
gegeben, dass sich genetische Mutationen in Housekeeping-Genen nur lang-
sam anhaufen, wodurch sich MLST eher fur die Beurteilung von
Langzeitentwicklungen empfiehlt. Wie alle genotypischen Methoden geht MLST
aullerdem mit einer aufwendigen, zeitintensiven Durchfuhrung und hohen Kos-

ten einher (Dieckmann et al., 2016).
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1.5.1 MLST bei Escherichia coli
In  einem Artikel von 2015 wurden diverse verfugbare MLST-

Typisierungsschemata fur E. coli zusammengestellt. Die drei bedeutendsten
MLST-Datenbanken fur E. coli beruhen auf der Analyse von sieben bzw. acht
Housekeeping-Genen, die in Tabelle 2 zusammengestellt sind (Clermont et al.,
2015). Die Diversitat der typisierten Genloci ist am hochsten fur das Typisie-
rungsschema des Pasteur-Institutes, gefolgt von dem Schema der Michigan
State University (Kaas et al., 2012). In dieser Studie wurde das Schema der
Warwick Medical School verwendet.

Tabelle 2: Ubersicht tiber MLST-Datenbanken (modifiziert nach Clermont et al., 2015).

Datenbank Gene Website

Michigan State Uni- aspC, clpX, fadD, icd, http://shigatox.net/new/#

versity (St7-Schema)  lysP, mdh, uidA

Warwick Medical adk, fumC, gyrB, icd, http://enterobase.warwick.ac.uk/s
School mdh, purA, recA pecies/index/ecoli
Pasteur-Institut dinB, icd, pabB, polB, https://bigsdb.pasteur.fr/ecoli/

putP, trpA, trpB, uidA

Die Haufigkeitsverteilung der Sequenztypen von E. coli wurde beispielsweise in
einer Publikation aus dem Jahr 2017 untersucht: Hier wurden die Sequenz-
typen ESBL-produzierender E. coli-Isolate aus verschiedenen Populationen in
Deutschland (u.a. aus Krankenhausern und Arztpraxen) ermittelt und festge-
stellt, dass ST131 in allen Populationen der dominierende Sequenztyp ist. Auch
bei ST410, ST10 und ST38 handelte es sich um vergleichsweise haufige Se-
quenztypen (Pietsch et al., 2017).

1.6 Ganzgenomsequenzierung
Moderne Sequenzierungsansatze, die unter dem Begriff Next Generation Se-

quencing (NGS) zusammengefasst werden, sind in der Lage, Millionen von
DNS-Fragmenten im Hochdurchsatzverfahren simultan zu sequenzieren. Das
ermoglicht beispielsweise die Sequenzierung eines kompletten menschlichen
Genoms innerhalb weniger Tage, wahrend die traditionelle Sequenzierung nach
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Sanger uber zehn Jahre fur eine derartige Analyse bendtigen wurde. Eine An-
wendungsmoglichkeit der NGS-Methode ist die Ganzgenomsequenzierung
bakterieller Isolate (Whole Genome Sequencing, WGS). WGS umfasst die na-
hezu vollstandige Sequenzierung des Genoms, inklusive nicht-kodierender
Regionen, wodurch besonders umfangreiche und detaillierte Analyseergeb-
nisse erzielt werden. Wahrend andere Sequenzierungsmethoden lediglich
einzelne Aspekte des bakteriellen Genoms betrachten kdnnen, verbindet WGS
verschiedene Ansatze und liefert essenzielle Informationen fiur ein effektives
Ausbruchmanagement, ohne auf Spezies-abhangige Protokolle angewiesen zu
sein.

Fir die Sequenzierung mit Brickensynthese (lllumina-Technologie) wird die
DNS in unzahlige Fragmente aufgespalten, die aufgetrennt und parallel analy-
siert werden. Die Fragmente werden hierfur zunachst mit Adapter-DNS-
Sequenzen verbunden und vervielfaltigt. Die Fragmente werden in einer Fluss-
zelle aufgetrennt, indem sich die Adaptersequenzen an komplementare
Oligonukleotide auf der Flusszelle anlagern. Es folgt eine klonale Vervielfalti-
gung Uber Briuckenamplifikation: Durch Zugabe von Nukleotiden und
Polymerasen werden die Fragmente in mehreren Zyklen zu doppelstrangigen
Bricken erganzt und durch Denaturierung in einzeln stehende Strange gespal-
ten. Hierbei entstehen in den jeweiligen Bereichen der Flusszelle Cluster einer
bestimmten Sequenz, die durch Zugabe verschiedenfarbig fluoreszierender
Kettenabbruchsubstrate in Echtzeit ermittelt werden kann. Dieses Vorgehen
nennt sich Sequencing by Synthesis (Bentley et al., 2008; Bronner et al., 2014).
Die Sequenz des gesamten Genoms wird dann entweder als de novo-
Assemblierung oder durch den Vergleich mit bereits sequenzierten Referenz-
genomen ermittelt (Sabat et al., 2013).

Mehrere Publikationen der letzten Jahre beschaftigen sich mit Charakteristika
und Verwendungsmoglichkeiten von WGS in der Mikrobiologie (Sabat et al.,
2013; Dieckmann et al., 2016; Quainoo et al., 2017; Tagini und Greub, 2017;
Rossen et al., 2018): MalRgebliche Vorteile der WGS sind die ausgezeichnete
Trennscharfe und die erreichbare Auflosung, die eine Differenzierung bis zur
Ebene von Einzelnukleotid-Polymorphismen (Single Nucleotide Polymorphism,
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SNP) erlaubt. Die grol3e Menge an verfugbaren genetischen Informationen qua-
lifiziert WGS fur viele Anwendungen: Besonders gut geeignet ist die Methode
fur die Typisierung und Analyse von Ausbrichen, wobei die Klassifikation ent-
weder SNP-basiert oder MLST-basiert erfolgen kann. Aus der bakteriellen
Genomsequenz lassen sich also sowohl MLST-Daten generieren (durch Be-
trachtung der Housekeeping-Gene) als auch ein SNP-Profil erstellen. Es ist
aullerdem moglich, durch Sequenzierung auf die Prasenz von antimikrobiellen
Resistenzgenen oder Virulenzgenen zu schlieRen. Auf diesem Weg kdnnen
beispielsweise Resistenz- oder Virulenzgene identifiziert werden, die lediglich
wahrend der Infektion exprimiert werden und dadurch in der Routinediagnostik
durch Analyse des Phanotyps nicht auffallen (Sabat et al., 2013; Dieckmann et
al., 2016; Quainoo et al., 2017; Tagini und Greub, 2017; Rossen et al., 2018).

In der Forschung ist WGS als sehr umfassendes Verfahren bereits etabliert, fur
die Verwendung in der Routinediagnostik ist der Zeit- und Kostenaufwand je-
doch noch deutlich zu hoch. Solange keine standardisierten Protokolle
vorliegen und WGS nicht automatisiert ablauft, erschwert zudem die Komplexi-
tat der Verfahren die Anwendung. In einem Review-Artikel von 2018 wird die
Etablierung von Typisierungs-Schemata, externen Qualitatskontrollen sowie
bioinformatischen Pipelines empfohlen, um die Durchfuhrung zu vereinfachen
und Reproduzierbarkeit zu gewahrleisten (Rossen et al., 2018). Eine schnelle
Auswertung grof3er Datenmengen ist derzeit noch aufwendig, wirde jedoch
durch Etablierung einer weltweiten Referenzdatenbank vereinfacht werden. In
einem weiteren Review-Artikel von 2013 wird zu bedenken gegeben, dass le-
diglich 90 % des bakteriellen Genoms mittels WGS analysiert werden (Sabat et
al., 2013). Bei den ubrigen Abschnitten handelt es sich um Minisatelliten (Vari-
able Number Tandem Repeats, VNTR), deren Anzahl an Wiederholungen
individuell ist und den genetischen Fingerabdruck darstellt. Ein Einschluss der
VNTR in die Auswertung ware mithilfe groRerer Plattformen, die die Sequenzie-
rung langerer DNS-Fragmente bewaltigen, moglich (Sabat et al., 2013; Quainoo
et al., 2017; Tagini und Greub, 2017; Rossen et al., 2018).
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1.7 Single Nucleotide Polymorphism (SNP)-Analyse
Die Typisierungsmethode mit dem aktuell hochsten Auflosungsvermogen ist die

Analyse von Einzelnukleotid-Polymorphismen (Single Nucleotide Polymor-
phism, SNP). Bei diesen SNPs handelt es sich um sehr haufige, erbliche
Punktmutationen, die sich in gewissem Mal3e in einem Genpool etabliert haben.
Sie sind ungleichmallig in kodierenden und nicht-kodierenden DNS-Abschnitten
verteilt und weisen eine hohe Variabilitdt zwischen verschiedenen Isolaten auf,
was die Typisierung innerhalb einer Spezies ermoglicht. Als Grundlage fur die
SNP-Analyse konnen ebenso wie bei der MLST-Analyse entweder WGS-Daten
oder ein Core Genome dienen. Bei der Analyse werden die Fragmente der Iso-
lat-DNS mit einem Referenzgenom verglichen und die Anzahl der SNPs als
Indikator fur das Verwandtschaftsverhaltnis der Genome verwendet (Schirch et
al., 2018; Jagadeesan et al., 2019). Im Fall eines Ausbruchs kann eines der
Probeisolate assembliert werden und als Referenz fur die Analyse der anderen
Ausbruchsisolate dienen, da die Ausbruchsstamme in den meisten Fallen eng
verwandt sind (Haley et al., 2016; van der Graaf-van Bloois et al., 2016). Mithil-
fe eines Cut-offWertes wird festgelegt, um wie viele SNPs sich Isolatgenome
innerhalb eines Clusters maximal unterscheiden durfen. Die Wahl des Cut-off-
Wertes hangt von verschiedenen Faktoren wie der Fragestellung, der epidemio-
logischen Situation und der Sequenzierungsmethode ab und sollte gemaR
einem Review-Artikel von 2019 auch innerhalb einer Spezies nicht generalisiert
werden (Jagadeesan et al., 2019). Bei der WGS-Analyse von E. coli-Isolaten
wurde in einer Publikation von 2017 eine Differenz von zehn SNPs als Cut-off-
Wert fur die Definition eines nationalen Ausbruchs festgelegt (Roer et al., 2017).
In einer weiteren Arbeit wurde eine Differenz von weniger als 21 SNPs als gro-
be Richtlinie fir eine enge Verwandtschaft angegeben und empfohlen, neben
den SNP-Differenzen zusatzlich die Topologie des phylogenetischen Baumes
miteinzubeziehen (Pightling et al., 2018).

Die Anwendung der SNP-Analyse wird durch etablierte Pipelines fur die Aus-
wertung und die zunehmende Entwicklung benutzerfreundlicher Software
vereinfacht. Durch diverse verfugbare Analyseinstrumente und die Verwendung
verschiedener Referenzgenome lassen sich die Typisierungsergebnisse aller-
dings noch nicht einheitlich reproduzieren. Die Methode ist im Gegensatz zur
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MLST-Analyse weniger robust, zeichnet sich jedoch durch eine hohere Sensiti-

vitat aus (Schurch et al., 2018; Jagadeesan et al., 2019).
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1.8 Fragestellung
Die Zielsetzung dieser Dissertation war es, die FTIR-Spektroskopie als Metho-

de zur Typisierung von  Bakterienstammen im  Kontext der
Transmissionssurveillance zu evaluieren. Als Probeisolate wurden MRGN-
Stamme der Spezies E. coli und K. pneumoniae verwendet, denen aufgrund
ihrer zunehmenden Verbreitung und prekaren Resistenzsituation hohe klinische
Relevanz zukommt. Die Typisierung der Stamme auf Basis der FTIR-
Spektroskopie wurde mit WGS-basierter Typisierung verglichen und die FTIR-
Spektren hinsichtlich ihrer Reproduzierbarkeit beurteilt. Zusatzlich wurde unter-
sucht, inwiefern Variationen des Nahrmediums oder der Inkubationszeit die
Reproduzierbarkeit der Spektren beeinflussen. Anhand dieser Faktoren wurde
die Eignung der FTIR-Spektroskopie fiir die Surveillance von Ubertragungen

und Ausbriuchen multiresistenter Erreger beurteilt.

26



2 Material und Methoden
2.1 Material
2.1.1 lIsolate

Tabelle 3: Ubersicht iber verwendete E. coli-Isolate (MRGN = multiresistente gramnegati-
ve Bakterien). Erganzend sind die fur die Untersuchung der Spektren bei Variation des
Nahrmediums und der Inkubationszeit verwendeten Isolate markiert.
Stamm ID MRGN- Variation Variation
Phanotyp des Nahr- der Inku-

mediums bationszeit

Isolat Patient Station t12]3
MRGN4612 1 1 2 3MRGN X
MRGN4617 2 2 11 3MRGN X
MRGN4622-1 3 3 16 3MRGN X
MRGN4622-2 4 3 16 3MRGN X
MRGN4633 5 4 16 3MRGN X
MRGN4651 6 5 19 3MRGN X
MRGN4652 7 6 19 3MRGN X
MRGN4657-1 8 7 2 3MRGN X
MRGN4657-2 9 7 2 3MRGN X
MRGN4666 10 8 2 3MRGN X
MRGN4669 11 9 16 3MRGN X
MRGN4677 12 10 1 3MRGN X
MRGN4678 13 11 1 3MRGN X
MRGN4695 14 12 2 3MRGN X
MRGN4707 15 13 8 3MRGN X
MRGN4717 16 14 4 3MRGN X
MRGN4726 17 15 28 3MRGN X
MRGN4744 18 16 1 3MRGN X
MRGN4758 19 17 21 3MRGN X
MRGN4759 20 18 15 3MRGN X

16, 8, 24 h auf Brain-Heart-Infusion-Agar; 8, 24 h auf Columbia-Agar
216, 18, 20, 22, 24, 26 h auf Columbia-Agar
324, 48, 72 h auf Columbia-Agar
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Stamm

MRGN4772
MRGN4778
MRGN4783
MRGN4790
MRGN4794
MRGN4800
MRGN4803
MRGN4810
MRGN4823
MRGN4834
MRGN4839
MRGN4849
MRGN4854
MRGN4884
MRGN4892
MRGN4898
MRGN4906
MRGN4918

MRGN4931-1
MRGN4931-2

MRGN4932

MRGN4943-1
MRGN4943-2

MRGN4952
MRGN4966
MRGN4972
MRGN4993
MRGNS5030
MRGNS5033
MRGN5040

Isolat
21
22
23
24
25
27
26
28
29
30
31
32
33
34
35
36
37
38
39
40
41
43
42
44
45
46
47
48
49
50

Patient
19
20
21
22
23
24
25
26
27
28
29
30
31
32
33
34
35
36
37
37
38
39
39
40
41
42
43
44
45
46

Station
1
27
1
20
16
15
20
16
10
16
9
26
16
16
16
16
6
16
15
15
16
16
16
15
12
16
2
23
24
24

28

MRGN-
Phanotyp

3MRGN
3MRGN
3MRGN
3MRGN
3MRGN
3MRGN
3MRGN
3MRGN
3MRGN
3MRGN
3MRGN
3MRGN
3MRGN
3MRGN
3MRGN
3MRGN
3MRGN
3MRGN
3MRGN
3MRGN
3MRGN
3MRGN
3MRGN
3MRGN
3MRGN
3MRGN
3MRGN
3MRGN
3MRGN
3MRGN

Variation
des Nahr-

mediums

Variation
der Inku-

bationszeit
1 2 8



Stamm

MRGN5053
MRGNS5066
MRGN5072
MRGN5076
MRGN5086
MRGN5096
MRGNS5100
MRGN5106
MRGN5109
MRGN5115
MRGN5136
MRGN5138
MRGN5147
MRGN5162
MRGN5163
MRGN5164
MRGN5165
MRGN5180
MRGN5193
MRGN5198
MRGN5200
MRGN5211
MRGN5220
MRGN5225
MRGN5228
MRGN5229
MRGN5231
MRGN5239
MRGN5241
MRGN5250

Isolat
51
52
53
54
55
56
58
59
57
60
61
62
63
64
65
66
67
68
69
70
71
72
73
74
75
76
77
78
80
79

Patient
51
47
48
49
50
46
52
53
54
55
56
57
58
59
60
61
62
63
64
65
66
67
68
69
70
71
70
72
73
74

Station
22
16
16
16
24
24
16
16

1
15
15
16
15

2
13

8
15
16

3
12
16

2

2
16

2
16

1
15
16
16

29

MRGN-
Phanotyp

3MRGN
3MRGN
3MRGN
3MRGN
3MRGN
3MRGN
3MRGN
3MRGN
3MRGN
3MRGN
3MRGN
3MRGN
3MRGN
3MRGN
3MRGN
3MRGN
3MRGN
3MRGN
3MRGN
3MRGN
3MRGN
3MRGN
3MRGN
3MRGN
3MRGN
3MRGN
3MRGN
3MRGN
3MRGN
3MRGN

Variation
des Nahr-

mediums

Variation
der Inku-

bationszeit
1 2 8



Stamm

MRGN5257
MRGN5262
MRGN5265
MRGN5266
MRGN5287
MRGNS5300
MRGNS5312
MRGN5344
MRGNS5350
MRGNS5353
MRGN5356
MRGN5368
MRGNS5370
MRGNS5378
MRGNS5379
MRGN5412

MRGN5426-1
MRGN5426-2

MRGN5447
MRGN5462
MRGN5464
MRGN5465
MRGN5477
MRGN5481
MRGN5482
MRGN5487
MRGN5491

MRGN5508

Isolat
81
82
83
84
85
86
87
88
89
90
91
92
93
95
94
96
97
98
99

100
102
101
103
104
105
107
106

109

Patient
75
76
77
78
79
80
81
82
83
84
85
86
87
88
89
90
91
91
91
92
93
94
95
96
97
98
99

100

Station
15
1
15
5
5
15
4
2
18
7
18
28
15
15
22

14
25
17
15
15
15
15
19

14

30

MRGN-
Phanotyp

3MRGN
3MRGN
3MRGN
3MRGN
3MRGN
3MRGN
3MRGN
3MRGN
3MRGN
3MRGN
3MRGN
3MRGN
3MRGN
3MRGN
3MRGN
3MRGN
3MRGN
3MRGN
3MRGN
3MRGN
3MRGN
3MRGN
3MRGN
3MRGN
3MRGN
3MRGN
2MRGN
NeoPad
3MRGN

Variation
des Nahr-

mediums

Variation
der Inku-

bationszeit
1 2 8

X X| X X X



Stamm ID MRGN- Variation Variation
Phanotyp des Nahr- der Inku-

mediums  bationszeit

Isolat Patient Station tl2]3
MRGNS5509 108 101 19 2MRGN X X X

NeoPad

Tabelle 4: Ubersicht Uber verwendete K. pneumoniae-lsolate (MRGN = multiresistente

gramnegative Bakterien).

Stamm ID MRGN-Phanotyp
Isolat Patient Station

BK8783 1 01 1 3MRGN
MRGN3945 2 02 3 3MRGN
MRGN3953 3 03 3 3MRGN
MRGN4228 4 04 4 3MRGN
MRGN4302 5 05 2 3MRGN
MRGN4345 7 06 4 3MRGN
MRGN4357 6 07 2 3MRGN
MRGN4359 8 08 4 3MRGN
MRGN4486 9 09 7 2MRGN NeoPé&d
MRGN4487 10 10 7 2MRGN NeoPad
MRGN4488 11 11 7 2MRGN NeoPad
MRGN4510 12 12 6 2MRGN NeoPad
MRGN4515 13 13 5 2MRGN NeoPé&d
MRGN4527 14 14 7 2MRGN NeoPad
MRGN5023 15 15 7 2MRGN NeoPad
MRGN5024 16 16 7 2MRGN NeoPad
MRGN5071 17 17 7 2MRGN NeoPad
MRGN5103 18 18 6 2MRGN NeoPé&d
MRGN5160 19 19 6 2MRGN NeoPé&d
MRGN5187 20 20 8 2MRGN NeoPé&d
MRGN5223 21 21 8 2MRGN NeoPéad
MRGN5251 22 22 4 3MRGN
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Stamm ID MRGN-Phanotyp

Isolat Patient Station

MRGN5255 23 23 4 3MRGN
MRGN5272 24 24 4 3MRGN
MRGN5280 25 25 5 2MRGN NeoPéad
MRGN5289 26 26 7 2MRGN NeoPad
MRGN5308 27 27 7 2MRGN NeoPad
MRGN5311 28 28 7 2MRGN NeoPad
MRGN5323 29 29 7 2MRGN NeoPad
MRGN5331 30 27 7  2MRGN NeoPad
MRGN5352 31 30 7 2MRGN NeoPad
MRGN5363 32 31 4 3MRGN
MRGN5383 33 32 4 3MRGN
MRGN5396 34 33 4 3MRGN
2.1.2 Néhrmedien
Tabelle 5: Ubersicht Gber verwendete Nahrmedien.
Nahrmedium Hersteller
Columbia-Agar (Blutagar) mit Oxoid
Schafsblut Plus
Mdller-Hinton-Agar
Brain-Heart-Infusion-Agar Institut fur Medizinische Mikrobiologie
CLED-Agar und Hygiene TlUbingen
Endo-Agar
MacConkey-Agar
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2.1.3 Verbrauchsmaterialien
Tabelle 6: Ubersicht iiber verwendete Verbrauchsmaterialien.

Produkt Hersteller
DNeasy® UltraClean® Microbial Kit QIAGEN
Qubit® double-stranded DNA (dsD-  Invitrogen
NA) BR Assay Kit

TruSeq Nano DNA Low Throughput  lllumina
Library Prep Kit

TruSeq DNA CD Indexes Kit lllumina
NextSeq 500/550 Kit lllumina

Qubit® Assay Tube Invitrogen

PhiX Control v3 lllumina
Microbanks™ Fisher Scientific

Eppendorf Safe-Lock Tubes 1,5 ml Eppendorf
Falcon™ 50 ml, konische Zentri- Fisher Scientific

fugenréhrchen

Tabelle 7: Ubersicht (iber Bestandteile der verwendeten Kits.

Kit Bestandteile

Dneasy® UltraClean® Microbial Kit Collection Tube 2 ml
PowerBead Solution
PowerBead Tube
Solution SL
Solution IRS
Solution SB
MB Spin Column
Solution EB

Qubit® double-stranded DNA (dsD- Qubit® dsDNA BR Reagent

NA) BR Assay Kit Qubit® dsDNA BR Buffer
Qubit® dsDNA BR Standard #1 bzw. #2
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TruSeq Nano DNA Low Throughput = Resuspension Buffer
Library Prep Kit Sample Purification Beads
End Repair Mix 2
A-Tailing Mix
Ligation Mix 2
Stop Ligation Buffer
PCR Primer Cocktail
Enhanced PCR Mix

TruSeq DNA CD Indexes Kit DNA Adapter Plate
NextSeq 500/550 Kit HT1 Hybridization Buffer
Reagent Cartridge
Buffer Cartridge
Flow Cell
2.1.4 Ger.éte
Tabelle 8: Ubersicht Uber verwendete Analysegerate.
Produkt Hersteller
IR Biotyper® Bruker Daltonics
MALDI Biotyper® CA System Bruker Daltonics
Qubit® 2.0 Fluorometer Invitrogen
M220 Focused-Ultrasonicator Covaris
QlAxcel Advanced System QIAGEN
lllumina® NextSeq™ 500 lllumina
Reax top Vortexgerat Heidolph Instruments
Zentrifuge Eppendorf AG
Thermocycler Biometra TRIO Analytik Jena AG
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2.1.5 Software
Tabelle 9: Ubersicht (iber verwendete Analyse-Software.

Produkt Hersteller

MALDI Biotyper® System Bruker Daltonics

IR Biotyper® Software (Version Bruker Daltonics

1.5.0.90)

OPUS Spektroskopiesoftware (Ver-  Bruker Daltonics

sion 7.5)

BioNumerics (Version 7.6) Applied Maths

NextSeq System Suite (v2.2.0) lllumina

A5-Miseq Pipeline (Version Andrew Tritt, Aaron Darling
20140604)

SPAdes (Version 3.7.0) Center for Algorithmic Biotechnology,

Universitat St. Petersburg

(Bankevich et al., 2012)
JSpecies Web Server (Version 1.2)  Ribocon

(Richter et al., 2016)
Spine (Version 0.1.2) (Ozer et al., 2014)
PHASTER (Arndt et al., 2016)

(Bolger et al., 2014)

(Wirth et al., 2006)

Trimmomatic (Version 0.35)
MLST-Server des Center for Ge-
nomic Epidemiology (CGE)
Schema: Escherichia coli#1

Comparing Partitions (Carrico et al., 2006)

2.2 Methoden

2.2.1 Studiendesign und Ethik
Bei dieser Studie handelt es sich um eine rein retrospektive Auswertung. Die

verwendeten Bakterienisolate wurden im Rahmen der mikrobiologischen Routi-
nediagnostik  entsprechend der im Infektionsschutzgesetz (§ 23)
vorgeschriebenen Verpflichtung zur Vermeidung nosokomialer Infektionen ent-
nommen und nachtraglich von der Abteilung fur Krankenhaushygiene des
Universitatsklinikums Tubingen fur diese Studie ausgewahlt. Es wurden keine

zusatzlichen Probenentnahmen vorgenommen. Die Auswertung der Bakteri-
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enisolate erfolgte pseudonymisiert und ohne Verwendung patientenbezogener
Daten. Fur diese Studie wurde vor Beginn der Arbeit ein Votum der Ethik-
Kommission am Universitatsklinikum Tubingen ausgestellt (Projektnummer
841/2018B0O1).

2.2.2 lIsolate
FUr diese retrospektive Studie wurden E. coli-Isolate und K. pneumoniae-Isolate

aus Rachen- und Analabstrichen von Patienten des Universitatsklinikum Tubin-
gen verwendet, die im Rahmen der infektionspraventiven Tatigkeit der
Abteilung fur Krankenhaushygiene gewonnen wurden. Aus der bestehenden
Sammlung der von Januar bis Dezember 2017 isolierten MRGN-Stamme wurde
durch die Abteilung fur Krankenhaushygiene retrospektiv eine Auswahl an ver-
wendeten Isolaten getroffen. Fur diese Isolatauswahl wurden Patientenpaare
mithilfe eines Algorithmus identifiziert, welcher folgende Faktoren bertcksichtig-
te: Um mogliche Transmissionen von MRGN-Stammen zu erkennen,
beschrankte sich die Auswahl zum einen auf Isolate mit einem MRGN-
Resistenzmuster. Zum anderen wurden ausschlieBlich Isolate von Patienten
berucksichtigt, die mit mindestens einem anderen ausgewahlten Patienten Kon-
takt hatten. Als Patientenkontakt wurde der Umstand definiert, dass zwei
Patienten im selben Zeitraum auf derselben Station oder in derselben Ambu-
lanz untergebracht waren und bei mindestens einem der beiden Patienten der
Erstnachweis des MRGN-Stammes innerhalb von 28 Tagen nach dem Kontakt
erfolgte. Nach Analyse im Labor des Instituts fur Medizinische Mikrobiologie
und Hygiene am Universitatsklinikum Tubingen wurden die Isolate bis zur weite-
ren Verwendung bei -80 °C in flussigem Nahrmedium oder Microbanks™
gelagert und spater fur unsere Analysen auf Columbia-Blutagar aufgetaut und
uber Nacht bei 37 °C ohne CO2-Zusatz inkubiert. Die Isolate wurden mittels

FTIR-Spektroskopie und Genomsequenzierung analysiert.

2.2.2.1 Matrix-Assisted Laser Desorption/lonization Time-of-Flight (MALDI-TOF) Mas-
senspektrometrie
Vor der Verwendung der Kulturen fur die Ganzgenomsequenzierung bzw. FTIR-

Spektroskopie wurde die Spezies mithilfe der Matrix-Assisted Laser Desorp-

36



tion/lonization Time-of-Flight (MALDI-TOF) Massenspektrometrie verifiziert. Die
Messungen erfolgten durch das MALDI Biotyper® CA System. Hierfir wurde
eine einzelne Kolonie auf eine zum System gehorige Tragerplatte aufgebracht
und mit Matrixsubstanz vermischt. Jedes Isolat wurde auf zwei Felder der Tra-
gerplatte aufgetragen. Die Platte wurde vermessen und die ermittelten MALDI-
TOF-Spektren mit der Referenz-Library des MALDI Biotyper® CA Systems ver-
glichen. Aus dem Vergleich der Proben mit den Referenzen ergeben sich Werte
von 0,0 bis 3,0, die die Ahnlichkeit des Isolates mit den Referenzorganismen
widerspiegeln. Fur Enterobacterales gilt, dass das Ergebnis auf Speziesebene
ubernommen werden darf, wenn der Vergleichswert mindestens 2,0 betragt und
der Abstand zwischen der Spezies mit der groiten Ahnlichkeit und der nachfol-
genden Spezies mindestens 0,3 betragt. Fur unsere Fragestellung war es
ausreichend, wenn auf einem der zwei Felder eines Isolates eine eindeutige
Zuordnung erfolgen konnte. Wurde die Spezies der Isolate bestatigt, konnte die
FTIR-Spektroskopie durchgefuhrt werden. Konnte keine klare Spezies-
Zuordnung erfolgen (Vergleichswert unter 2,0), wurde die Kultur erneut abge-
impft, fur 24 (+ 0,5) Stunden bzw. 18 (+ 0,5) Stunden inkubiert und die MALDI-
TOF-Messung am Folgetag wiederholt.

2.2.3 Genomsequenzierung der E. coli-Isolate
Die bakterielle DNS wurde mithilfe des Dneasy® UltraClean® Microbial Kit iso-

liert und die DNS-Konzentration mit dem Qubit double-stranded DNA (dsDNA)
BR Assay Kit bestimmt. Nach Vorbereitung der Genbibliothek mithilfe des Tru-
Seq Nano DNA Low Throughput Library Prep Kit erfolgte die Sequenzierung
durch den lllumina® NextSeq™ 500 Sequencer. Die einzelnen Sequenzinforma-
tionen wurden mithilfe der A5-Miseq Pipeline zusammengefugt. Im Folgenden
sind die einzelnen Arbeitsschritte naher beschrieben.

2.2.3.1 DNS-Isolation
Die bakterielle DNS wurde mithilfe des Dneasy® UltraClean® Microbial Kit iso-

liert. Die Isolate wurden zunachst nach oben genanntem Standard inkubiert.

Eine Impfose voll bakteriellen Materials wurde in 300 ul PowerBead Solution
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suspendiert und 50 pl Solution SL hinzugefugt. Die Suspension wurde an-
schlie3end horizontal fur zehn Minuten bei maximaler Geschwindigkeit in einem
Vortex Adapter gemischt. Nach Zentrifugation fur 30 Sekunden bei 10.000 x g
und Raumtemperatur (in dieser Arbeit verwendete Standardbedingungen fur
Zentrifugation) wurde der Uberstand in ein neues ReaktionsgefaR tiberfihrt und
mit 100 pl Solution IRS vermischt. Nach funfminudtiger Inkubation bei 4 °C und
einmindtiger Zentrifugation wurde der entstandene Uberstand mit 900 pl Solu-
tion SB vermischt. 700 ul des entstandenen Volumens wurden in eine MB Spin
Column dberfuhrt und wiederum fur 30 Sekunden zentrifugiert, der Durchfluss
wurde verworfen und dem Uberstand 300 pl Solution CB hinzugeflgt. Die Zent-
rifugation fur 30 Sekunden wurde wiederholt, der Durchfluss verworfen und die
Losung abermals fur eine Minute zentrifugiert. Die MB Spin Column wurde in
ein neues Reaktionsgefald Ubertragen und 50 ul Solution EB mittig auf die Fil-
termembran der MB Spin Column pipettiert. Nach Zentrifugation fur 30
Sekunden wurde die MB Spin Column verworfen. Der Durchfluss, der die bakte-
rielle DNS enthielt, wurde entweder bei -20 °C zwischengelagert oder sofort fur
die Bestimmung der DNS-Konzentration weiterverwendet.

2.2.3.2 DNS-Konzentrationsbestimmung
Die Konzentration der bakteriellen DNS wurde mit dem Qubit® double-stranded

DNA (dsDNA) BR Assay Kit bestimmt. Zunachst wurde Qubit® dsDNA BR Rea-
gent im Verhéltnis von 1:200 in Qubit® dsDNA BR Buffer gelost und vermischt.
Die bendtigten Volumina wurden mithilfe folgender Formeln berechnet:

bendtigtes Volumen Qubit® dsDNA BR Reagent
= 1 ul X (Anzahl Proben + Anzahl Standards + 1)
bendtigtes Volumen Qubit® dsDNA BR Buffer
= 199 ul X (Anzahl Proben + Anzahl Standards + 1)

Fir jede Probe wurden je 198 ul der hergestellten Losung und 2 ul der im ers-

ten Schritt isolierten DNS vermischt. Fur die zwei zur Kalibrierung bendtigten

Leerproben wurden je 190 ul der hergestellten Lésung und 10 pl Qubit® dsDNA
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BR Standard #1 bzw. #2 gegeben. Die Messung der DNS-Konzentration erfolg-
te mithilfe des Qubit® 2.0 Fluorometers unter dem Assay-Typ dsDNA Broad
Range. Aus dem durch das Fluorometer angegebenen Wert (QF-Wert) wurde
nun mithilfe folgender Formel die DNS-Konzentration der Proben berechnet:

DNS-Konzentration Probe [mg/ml] = QF-Wert x 100

Nach erfolgter DNS-Konzentrationsbestimmung wurden die DNS-Proben
bei -20 °C gelagert.

2.2.3.3 Herstellung der DNS-Libraries
Die sogenannte DNS-Library einer Probe stellt eine Bibliothek von Sequenzen

des Isolates dar und reprasentiert die Gesamtheit ihres Genoms. Die DNS-
Libraries wurden mithilfe des TruSeq Nano DNA Low Throughput Library Prep
Kit fur die Sequenzierung vorbereitet. Die DNS wurde zunachst mithilfe des
Covaris® M220 Focused-Ultrasonicator fragmentiert. Da durch beliebige Frag-
mentierung ungleichmaliige Fragmentenden entstehen, war nun eine Reparatur
der Enden zu sogenannten Blunt Ends, das heilt stumpfen, nicht Uberstehen-
den Strangenden, erforderlich. FiUr die gewunschte InsertgroRe von 550
Basenpaaren war hierbei eine DNS-Masse von 494 ng erforderlich. Die Lange
der Fragmente stellt ebenfalls ein wichtiges Qualitatsmerkmal dar, da Effizienz
und Genauigkeit der Sequenzierung sensibel auf zu grof3e Langenvariationen
reagieren. Mithilfe einer Grolienselektion wurden deshalb zu lange Fragmente
aussortiert. Im Anschluss wurden die Fragmentenden adenyliert. Die Ergan-
zung eines einzelnen A-Nukleotids an die 3'-Enden der Fragmente macht die
nachfolgende Ligation mit dem auf T-Nukleotide endenden Adaptern effektiver
und verhindert die Bildung von DNS-Concatemeren, also repetitiven DNS-
Sequenzen. Die adenylierten Fragmentenden wurden nun an Adapter aus dem
TruSeq DNA CD Indexes Kit gebunden. Um eine korrekte Clusteramplifikation
zu ermoglichen, muss jedes Fragmentende mit einer anderen Adaptersequenz
ligiert werden. Die an Adapter gebundenen Fragmente wurden mittels PCR
amplifiziert. Die PCR dient der Vervielfaltigung der DNS fur die Sequenzierung
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und der Ligation der Strangenden mit Oligonukleotiden, die fur eine Hybridisie-
rung mit der Flusszelle erforderlich sind. Im Anschluss wurden die
vervielfaltigten Fragmente quantifiziert. Die DNS-Konzentration der Libraries
bestimmt die Anzahl der auf der Flusszelle gebildeten Cluster und hat somit
maldgeblichen Einfluss auf die Ausbeute der Sequenzierung. Die Quantifizie-
rung der in den PCR-Ansatzen enthaltenen DNS erfolgte mithilfe des Qubit®
double-stranded DNA (dsDNA) BR Assay Kit, wie oben beschrieben. Mithilfe
des QIAxcel Advanced Systems wurde eine Qualitatskontrolle durchgefuhrt, die
gleichzeitig eine Abschatzung der GrofRe der Library ermoglichte. Der ange-
strebte Umfang der Libraries lag bei einer Insertgrof’e von 550 Basenpaaren
bei ungefahr 670 Basenpaaren. Nach der Qualitatskontrolle wurden die DNS-
Libraries normalisiert, gepoolt und denaturiert. Den gepoolten Libraries wurde
aulerdem eine Kontroll-Library (PhiX Library) zugesetzt.

2.2.3.4 DNS-Sequenzierung
Die Sequenzierung der gepoolten DNS-Libraries erfolgte unter Zuhilfenahme

des NextSeq 500/550 Kits durch den lllumina® NextSeq™ 500 Sequencer mit

einer InsertgrofRe von 550 Basenpaaren.

2.2.3.5 Genomanalyse der E. coli-Isolate
Fur die Genomanalyse wurden die einzelnen Sequenzabschnitte der E. coli-

Genome im ersten Schritt mithilfe der A5-Miseq Pipeline und des Programms
SPAdes (Bankevich et al., 2012) mit einer Read-Mindestlange von 100 Basen-
paaren assembliert. Die assemblierten Sequenzen wurden anschlielend
mithilfe des JSpecies Web Server (Richter et al., 2016) durch den Vergleich der
Genome miteinander auf ihre gemeinsame Spezies hin Uberpruft. JSpecies kal-
kulierte die Average Nulceotide Identity (ANI) basierend auf dem ANIm
Algorithmus (Richter und Rossello-Mora, 2009). Die MLST-Typisierung der as-
semblierten Sequenzen erfolgte auf dem MLST-Server des Center for Genomic
Epidemiology (CGE) nach dem Schema Escherichia coli#1 der Warwick Medi-
cal School (Wirth et al., 2006).

Fir die weitere phylogenetische Analyse der assemblierten Sequenzen wurden
die gemeinsamen Core-Genome mithilfe von Spine (Ozer et al., 2014) ermittelt.
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Folgende Einstellungen wurden hierbei vorgenommen: Die Lange der Align-
ment-Sticke betrug 500 Basenpaare, homologe Regionen mussten zu
mindestens 85,0 % uUbereinstimmen und 100,0 % der genomischen Positionen
in der Population sollten zum Core gehoren. Die Gesamtlange des ermittelten
Core-Genoms betrug 3,2 Mio. Basenpaare. Die zusatzlich im Core-Genom ent-
haltenen Prophagen-Regionen wurden mit PHASTER (Arndt et al., 2016)
lokalisiert und mithilfe eines individuell modifizierten Skriptes der A5-Miseq
Pipeline entfernt. Die durch Trimmomatic (Bolger et al., 2014) erzeugten, hoch-
qualitativen Sequenzabschnitte wurden an dem Core-Genom ausgerichtet.
Durch Vergleich der am Core-Genom ausgerichteten Genome wurden die SNP-
Differenzen zwischen den verglichenen |solaten berechnet. Die Zuteilung zu
einem Cluster, d.h. Gruppen eng verwandter Isolate, erfolgte bei einer Differenz
von weniger als sieben SNPs zwischen den enthaltenen Isolaten. Wenn sich
demnach zwei Isolate um maximal sechs SNPs unterschieden, wurden sie als

eng verwandt klassifiziert.

2.2.4 FTIR-Spektroskopie der E. coli- und K. pneumoniae-Isolate

2.2.4.1 \Vorbereitung der Proben fiir FTIR-Spektroskopie
Von den aufgetauten Isolaten wurde je eine Kolonie auf Columbia-Blutagar ab-

geimpft und die Kultur wiederum fur 24 (x 0,5) Stunden im Fall der E. coli-
Isolate bzw. 18 (x 0,5) Stunden im Fall der K. pneumoniae-Isolate bei 37 °C
ohne CO2-Zusatz inkubiert. Die beschriebenen Anzucht-Bedingungen entspre-
chen dem in dieser Arbeit angewandten Standard und wurden immer, wenn
keine abweichenden Vorgaben erfolgen, eingehalten. Fur die FTIR-
Spektroskopie wurde Material jeder Kolonie in 50 pl steril filtriertem 70 % (v/v)

Ethanol suspendiert und 50 pl steril filtriertes destilliertes Wasser hinzugefugt.

2.2.4.2 Erstellung und Analyse der FTIR-Spektren
Fur die Erstellung der Spektren mithilfe der IR Biotyper® Systems wurde der

Transmissionsmodus gewahlt, bei dem die Bakteriensuspensionen auf die Fel-
der einer Tragerplatte aufgetragen und getrocknet werden. Die Tragerplatte des
IR Biotyper® Systems wurde fiir die Messung zunachst mit destilliertem Wasser

und 70 % Ethanol gereinigt. Je 15 pul der angesetzten Suspensionen wurden auf
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die Felder der Tragerplatte aufgebracht, durch Lagerung bei 37 °C fur 45 min
getrocknet und mithilfe der IR Biotyper® Software und der OPUS Spektrosko-
piesoftware analysiert. Hierbei wurde jedes Isolat in drei unabhangigen
Durchlaufen gemessen, wodurch sich drei biologische Replikate vergleichen
lieRen. Pro Durchlauf wurden jeweils vier technische Replikate eines Isolates
analysiert. Nach Ausschluss von Spektren, die den systeminternen Qualitatskri-
terien (HOhe der Absorption, Hohe des Rauschsignals, Signal-Rausch-
Verhaltnis, Wasserdampf-Gehalt, Signal-Wasser-Verhaltnis, Randbereiche)
nicht genugten, erfolgte die weitere Analyse basierend auf der zweiten Ablei-
tung der Spektren im Wellenzahl-Bereich von 1300-800 cm™'. Die IR Biotyper®
Software ermittelte mithilfe des Euklidischen Abstands die Ahnlichkeit der Isola-
te und stellte sie in einer Matrix dar. Fur die weitere Auswertung wurden die
Spektren in eine Tabelle mit einzelnen Messpunkten umgewandelt und gemit-
telt. So ergaben sich nach Durchfuhrung einer Vektor-Normalisierung
Summenspektren der technischen bzw. biologischen Replikate jedes Isolates.
Abweichende Spektren innerhalb eines biologischen Replikates wurden ausge-
schlossen, wenn die Ubereinstimmung der Spektren unter einem Cut-off-Wert
von 85,0 % lag. Bei Abweichung eines einzelnen Spektrums von den anderen
Spektren des biologischen Replikates wurde dieses ausgeschlossen. Ebenso
wurde bei zwei abweichenden Spektren innerhalb eines biologischen Replika-
tes verfahren, solange diese zueinander ebenfalls eine Ubereinstimmung unter
85,0 % aufwiesen.

2.2.4.3 Berechnung von Clustern aus FTIR-Spektren
Die Summenspektren ermoglichten aulRerdem die Erstellung von Clustern aus

den Isolaten auf Basis einer Ahnlichkeitsmatrix. Hierbei wurde ein einzelnes
Isolat jeweils mit jedem anderen Isolat verglichen. Auf Basis dieses Vergleichs
wurde die Methode UPGMA (Unweighted Pair Group Method with Arithmetic
mean), eine Variante der HCA, zur Rekonstruktion des Verwandtschaftsgrades
angewandt. Die ermittelten Cluster lieRen sich mithilfe der Plattform BioNume-
rics, die ebenfalls UPGMA verwendet, in Dendrogrammen und Matrices

visualisieren. Um ein Cluster zu definieren, wurde fur den Verwandtschaftsgrad
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der Isolate ein Cut-offWert gewahlt, bis zu dem Isolate demselben Cluster zu-
geordnet werden. Der Cut-off-Wert wurde in Abhangigkeit von der Spezies und
der jeweiligen Fragestellung festgesetzt.
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3 Ergebnisse

3.1 Transmissionssurveillance von MRGN-E. coli

3.1.1 Isolatauswahl
Das Ziel dieser Studie war es, mithilfe der untersuchten Methoden FTIR-

Spektroskopie und Ganzgenomsequenzierung potenzielle Transmissionen von
MRGN-Stammen zu identifizieren. Die Auswertung erfolgte rein retrospektiv, die
verwendeten Isolate wurden im Rahmen der infektionspraventiven Routine-
diagnostik gewonnen. Ausgewahlt wurden MRGN-E. coli-Stamme von
Patienten, die mit mindestens einem weiteren ausgewahlten Patienten Kontakt
gehabt hatten. Insgesamt wurden 103 MRGN-E. coli-Isolate von 101 Patienten
in die finale Auswertung dieser Studie eingeschlossen. Die Isolate stammen
aus 28 Stationen bzw. Ambulanzen und wurden im Zeitraum von Januar bis
Dezember 2017 aus Rachen- und Analabstrichen gewonnen.

Die Auswahl der Isolate fur die finale Auswertung wurde wie folgt getroffen: Von
ursprunglich 104 eingefrorenen E. coli-Isolaten spalteten sich funf der Isolate
(MRGN4622, MRGN4657, MRGN4931, MRGN4943, MRGN5426) wahrend der
Vorbereitung der Kulturen in zwei Morphologie-Typen auf. Da ein Zusammen-
hang zwischen der Morphologie bzw. dem Phanotyp eines Bakterienstammes
und dessen FTIR-Spektrum besteht, wurden die zwei Typen jeweils getrennt
abgeimpft und als zwei verschiedene Isolate (Stamm-1 und -2) analysiert. Von
sechs Patienten (Patienten-ID 3, 7, 37, 39, 46, 70) lagen somit zwei Isolate und
von einem weiteren Patienten (Patienten-ID 91) drei Isolate vor. Insgesamt
wurden 109 E. coli-lsolate mittels FTIR-Spektroskopie und Genomsequenzie-
rung analysiert. Zeigte sich in der Genomsequenzierung eine genetische
Ubereinstimmung von Isolaten desselben Patienten (SNP-Differenz < 7), wurde
nur eines der Isolate in die Auswertung eingeschlossen, um Verfalschungen im
Verhaltnis zu einfach vorkommenden Isolaten zu vermeiden. Auf diese Weise
wurden die Isolate MRGN4622-2, MRGN4931-2, MRGN5096, MRGN5231,
MRGN5426-2 und MRGN5447 von der Auswertung ausgeschlossen. In der
weiteren Auswertung verblieben somit noch 103 E. coli-Isolate von 101 Patien-
ten.

Die Speziesidentitat aller Isolate wurde mithilfe von MALDI-TOF Massenspekt-

rometrie Uberpruft. 101 Isolate wurden im ersten Durchgang sicher der Spezies

44



E. coli zugeordnet, bei zwei Isolaten konnte keine eindeutige Spezies-
Zuordnung erfolgen. Diese Isolate wurden ein zweites Mal abgeimpft und inku-
biert und die Messung am Folgetag wiederholt. Das Isolat MRGN5198 konnte
auch in der wiederholten Messung keiner Spezies zugeordnet werden, die Zu-
ordnung zu E. coli erfolgte schliellich im Rahmen der Ganzgenom-

sequenzierung mithilfe von JSpecies (Richter et al., 2016).

3.1.2 Ganzgenomsequenzierung

3.1.2.1 Speziesidentifizierung
Die DNS der E. coli-Isolate wurde isoliert, DNS-Libraries erstellt und die Ganz-

genomsequenzierung durchgefuhrt. Nach Assemblierung der Sequenz-
abschnitte wurde die gemeinsame Spezies der Isolate mithilfe von JSpecies
(Richter et al., 2016) anhand ihrer genetischen Ahnlichkeit bestatigt. Alle Isolate
konnten eindeutig als der Spezies E. coli zugehdrig identifiziert werden. Auf
dieser Basis wurde auch das Isolat MRGN5198, dessen Spezies mit der MAL-
DI-TOF Massenspektrometrie nicht bestatigt werden konnte, in die weitere
Auswertung eingeschlossen.

3.1.2.2 MLST-Analyse
Auf Basis der Ganzgenomsequenzierung erfolgte zunachst die MLST-

Typisierung der Stamme durch Extraktion von sieben Housekeeping-Genen aus
den assemblierten Genomen. Die Typisierung ergab eine Bandbreite von 22
Sequenztypen und zwei Isolaten, deren Sequenztyp nicht identifizierbar bzw.
unbekannt war. Die Verteilung der verschiedenen Sequenztypen auf die unter-
suchte Stammauswahl ist in Tabelle 10 dargestellt. Zehn der ermittelten
bekannten Sequenztypen hatten mindestens zwei Vertreter unter den analysier-
ten Isolaten, 14 Sequenztypen (inklusive der zwei unbekannten Sequenztypen)
kamen nur bei einzelnen Isolaten vor (Singletons). Die haufigsten Sequenzty-
pen waren ST131 (n = 43 bzw. 41,7 %) und ST410 (n = 11 bzw. 10,7 %). Diese
Verteilung entspricht der bekannten Haufigkeitsverteilung der Sequenztypen in
klinischen Isolaten (Pietsch et al., 2017).
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Tabelle 10: Verteilung der Sequenztypen auf die untersuchten 103 E. coli-Isolate. Darge-
stellt sind die Anzahl der zu einem Sequenztyp gehdrigen Isolate und die prozentualen
Anteile der Sequenztypen an der Gesamtheit der untersuchten Isolate. Sequenztypen mit
nur einem zugeordneten Isolat (Singletons) und Isolate mit unbekanntem Sequenztyp sind
nicht dargestellit.

Sequenztyp Anzahl n der zugehorigen Anteil an allen untersuchten
E. coli-lsolate E. coli-lsolaten [%]
ST131 43 41,7
ST410 11 10,7
ST38 9 8,7
ST648 8 7,8
ST10 6 5,8
ST69 4 3,9
ST46 2 1,9
ST73 2 1,9
ST405 2 1,9
ST1193 2 1,9

3.1.2.3 SNP-Analyse
Aus den Sequenzierungsdaten wurden die SNP-Differenzen zwischen den Iso-

laten durch den Vergleich der am Core-Genom ausgerichteten Genome
berechnet. Isolate mit einer Differenz von weniger als sieben SNPs wurden als
genetisch identisch gewertet und einem SNP-Cluster zugeordnet. Die SNP-
Analyse besitzt von den hier angewandten Analysemethoden die hochste Aus-
sagekraft fur genetische Verwandtschaft und diente als Referenzmethode fur
die FTIR-Spektroskopie. Die genetische Ubereinstimmung von Isolaten stellt
aullerdem die Voraussetzung fur den Beweis von Transmissionen zwischen
Patienten dar. Die Isolate wurden in 89 SNP-Cluster mit einem bis vier Isolaten
aufgeteilt (siehe Abbildung 1). 80 der Cluster enthielten lediglich ein Isolat (Sin-
gletons), neun Cluster umfassten mindestens zwei Isolate. Die grofiten
Isolatgruppen waren Cluster 1 und 8 (jeweils n = 4). Insgesamt kommen somit
neun Cluster fur potenzielle Transmissionen infrage, groRere Cluster im Sinne

einer moglicher Ausbruchssituation gibt es nicht.
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Abbildung 1: Phylogenie der 103 E. coli-Isolate auf Grundlage der Core-Genom-basierten
SNP-Analyse. Anhand der SNP-Differenzen zwischen den Isolaten wurden Cluster defi-
niert, die verschiedenfarbig dargestellt sind. Die Zuteilung zu einem Cluster erfolgte bei
einer Differenz von weniger als sieben SNPs zwischen den enthaltenen Isolaten. Die

Kennzeichnung der Isolate erfolgte anhand der Isolat-ID.

3.1.3 FTIR-Spektroskopie

3.1.3.1 Erstellung und Analyse der FTIR-Spektren
Die E. coli-lsolate wurden in 19 Messdurchlaufen mithilfe der FTIR-

Spektroskopie analysiert. Spektren mit mangelhafter Qualitat wurden durch das
IR Biotyper System ausgeschlossen, zwei Messdurchgange der Isolate
MRGN5225 und MRGN5481 wurden deshalb wiederholt. Die haufigste Ursache
fur qualitative Mangel stellte eine unzureichende Absorption dar, die in der Re-
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gel durch eine zu geringe Konzentration der Bakteriensuspension verursacht
wurde. Drei biologische Replikate wiesen eine Ubereinstimmung von unter
85,0 % zwischen den enthaltenen Spektren auf, was durch Ausschluss jeweils
eines technischen Replikates korrigiert werden konnte. Die Ubereinstimmung
der technischen Replikate lag nach diesem Schritt bei 92,1 %, die Uberein-
stimmung der biologischen Replikate bei 91,1 %. Fur die weiteren Analysen
wurden die Summenspektren der Isolate verwendet.

Insgesamt zeigt sich hier eine einfache Durchfuhrbarkeit ohne die Notwendig-
keit vieler Wiederholungsmessungen und die sehr gute Reproduzierbarkeit der
FTIR-Messungen, die durch Ausschluss einzelner Spektren von der Auswer-

tung marginal verbessert werden kann.

3.1.3.2 Berechnung von Clustern aus FTIR-Spektren
Auf Basis einer Ahnlichkeitsmatrix wurden die E. coli-Isolate in Cluster einge-

teilt, die in einem FTIR-basierten Dendrogramm visualisiert werden konnten
(siehe Abbildung 2). Der optimale Cut-ofWert fur die FTIR-Clustereinteilung
wurde im Vergleich mit den Referenzmethoden WGS und MLST gewahlt: Mithil-
fe des ARI wurde die Ubereinstimmung zwischen der FTIR-Clustereinteilung
und den Referenzmethoden quantifiziert und der Cut-off-Wert, bei dem sich der
hochste ARI und damit die hdchste Ubereinstimmung zwischen den Clustering-
Methoden ergab, fur die weitere Auswertung zugrunde gelegt.

Die hochste Ubereinstimmung der FTIR-Clustereinteilung mit der MLST-
Analyse zeigte sich bei einem Cut-off-Wert von 74,0 % Ahnlichkeit der Iso-
latspektren. Fur diesen Cut-off-Wert ergab sich ein ARI von 0,416. Die Spektren
wurden 38 Clustern mit einem bis 29 Isolaten zugeordnet, davon enthielten 24
Cluster lediglich ein Isolat (Singletons) und 14 Cluster mindestens zwei Isolate.
Die meisten Isolate umfasste FTIR-Cluster Nr. 1 (n = 29). In Abbildung 2 ist das
FTIR-Dendrogramm der E. coli-Isolate bei einem Cut-off-Wert von 74,0 % dar-
gestellt, wobei die FTIR-Cluster farbig markiert sind.

Somit kommen insgesamt 14 Cluster fur eine potenzielle Transmission auf Ba-
sis der FTIR-Spektroskopie infrage. Die Ubereinstimmung mit der MLST-
Analyse ist mit einem ARI von 0,416 nur im mittleren Bereich. Ein moglicher
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Grund findet sich in der heterogenen Stammsammlung mit vielen Singletons,

die die Klassifikation komplizierter gestaltete und der routinemafigen Proben-

gewinnung auRerhalb einer Ausbruchssituation geschuldet ist.
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Abbildung 2: Phylogenie der 103 E. coli-Isolate auf Basis der FTIR-Spektren, Clusterbil-
dung mithilfe der UPGMA-Methode. Der Cut-off-Wert fir die Zugehdrigkeit zu einem

Cluster wurde bei 74,0 % Ahnlichkeit festgelegt. Die Cluster sind verschiedenfarbig darge-

stellt. Die Kennzeichnung der Isolate erfolgte anhand der Isolat-ID.

Far den Vergleich der FTIR-Clustereinteilung mit der SNP-Analyse ergab sich

die héchste Ubereinstimmung bei einem Cut-off-Wert von 92,0 % Ahnlichkeit
der Isolatspektren. Der ARI betrug fur diesen Cut-off-Wert 0,378. Fur den Cut-
off-Wert von 92,0 % Ahnlichkeit ergab sich eine Einteilung in 87 Cluster mit ei-
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nem bis vier Isolaten. EIf der Cluster enthielten mindestens zwei Isolate, 76
Cluster waren Singletons. Die meisten Isolate gehdrten dem FTIR-Cluster Nr.
69 (n = 4) an. Die FTIR-Clustereinteilung fur einen Cut-off-Wert von 92,0 %
Ahnlichkeit ist in Abbildung 3 zu sehen, die verschiedenen FTIR-Cluster sind
farbig dargestellt. EIf Cluster von geringem Umfang wurden identifiziert, deren
Isolate bei spaterer epidemiologischer Betrachtung fiir Ubertragungen infrage
kommen. Auch hier konnte mit einem ARI von 0,378 keine hohe Ubereinstim-
mung mit der Referenzmethode erzielt werden, was unter anderem durch das
Fehlen groRerer Ausbruchscluster begrindet sein kann. Der Blick auf die SNP-
Clustereinteilung zeigt erheblich mehr Singletons als die Einteilung in Sequenz-
typen, was die Klassifikation noch anspruchsvoller macht.
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Abbildung 3: Phylogenie der 103 E. coli-Isolate auf Basis der FTIR-Spektren, Clusterbil-
dung mithilfe der UPGMA-Methode. Der Cut-off-Wert fir die Zugehdrigkeit zu einem
Cluster wurde bei 92,0 % Ahnlichkeit festgelegt. Die Cluster sind verschiedenfarbig darge-

stellt. Die Kennzeichnung der Isolate erfolgte anhand der Isolat-ID.

In Erganzung zu dem oben beschriebenen Ansatz wurden die FTIR- und die
SNP-Clustereinteilungen im Folgenden ausschlieldlich fur die Isolate verglichen,
die aus SNP-Clustern mit mindestens zwei Isolaten stammten und somit keine
Singletons waren. Das Ziel dieses Vorgehens war, die Genauigkeit des Cluster-
Vergleiches zu erhdhen, indem nur Isolate mit potenziellen Transmissionen ba-

sierend auf der SNP-Analyse bertcksichtigt wurden. Unter diesen Bedingungen
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verblieben 27 Isolate fur den Vergleich. Der hochste ARI betrug hier 0,670 bei
einem fur die FTIR-Clustereinteilung zugrunde gelegten optimalen Cut-off-Wert
von 88,0 % Ahnlichkeit. Durch den Ausschluss der SNP-Singletons konnte ein
wesentlich héherer ARI und somit eine groRere Ahnlichkeit der Clustereintei-
lungen fur die verbliebenen Isolate erzielt werden. Fur die weitere Auswertung
wurde der hier errechnete optimale Cut-off-Wert jedoch nicht zugrunde gelegt,
da hier alle 103 E. coli-Isolate berucksichtigt werden mussen.

3.1.3.3 Vergleich von FTIR-Spektroskopie und MLST-Analyse
Um die Trennscharfe der FTIR-Spektroskopie als Methode zur Transmissions-

analyse in einer retrospektiven Isolatsammlung zu ermitteln, erfolgte der
Vergleich der FTIR-Clustereinteilung mit den ermittelten Sequenztypen bei ei-
nem optimalen Cut-off-Wert von 74,0 % Ahnlichkeit. In Abbildung 4 ist die FTIR-
Clustereinteilung im Vergleich zu den Sequenztypen der E. coli-Isolate darge-
stellt. In einem FTIR-Cluster waren ein bis funf Sequenztypen enthalten, parallel
dazu wurden Isolate eines Sequenztyps in eines bis acht FTIR-Cluster aufge-
teilt. Fur drei Sequenztypen (ohne Singletons) war die Einteilung in FTIR-
Cluster fur alle Isolate Ubereinstimmend (ST1193, ST405, ST46), fur funf FTIR-
Cluster (ohne Singletons) gehorten alle Isolate demselben Sequenztyp an
(FTIR-Cluster Nr. 4, 6, 8, 10, 12).

Die Ubereinstimmung der Methoden ist, wie im ARI bereits abgebildet, insge-
samt nicht besonders hoch. Fur einzelne Sequenztypen bzw. FTIR-Cluster sind
die Einteilungen ahnlich, was jedoch stark vom jeweiligen Sequenztyp abzu-
hangen scheint. Der weit verbreitete ST131 ist beispielsweise zu grof3en Teilen
in den FTIR-Clustern 1 und 3 abgebildet, wahrend Isolate des ST10 im FTIR-
Dendrogramm uber viele verschiedene Cluster verteilt sind. Ein moglicher
Grund fur dieses auch in der Literatur beschriebene Verhalten ist die phano-
typische und genotypische Diversitat der Sequenztypen (Dawson et al., 2014).
Auch gilt es zu beachten, dass es sich hier nicht um die Referenzmethode mit
der hochsten Trennscharfe handelt (Novais et al., 2019). Der Vergleich mit der
SNP-Analyse, die Uber eine wesentlich hohere Auflosung verfugt, ergibt eine
prazisere Aussage Uber die Trennscharfe der FTIR-Spektroskopie.
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Abbildung 4: Phylogenie der 103 E. coli-Isolate auf Basis der FTIR-Spektren, Clusterbil-
dung mithilfe der UPGMA-Methode. Der Cut-off-Wert fir die Zugehdrigkeit zu einem FTIR-
Cluster wurde bei 74,0 % Ahnlichkeit festgelegt. FTIR-Cluster (ohne Singletons) sind als
Klammern um die Isolate dargestellt. Zusatzlich sind die Sequenztypen der Isolate ver-

schiedenfarbig dargestellt. Die Kennzeichnung der Isolate erfolgte anhand der Isolat-ID.

3.1.3.4 \Vergleich von FTIR-Spektroskopie und SNP-Analyse
Die FTIR-Clustereinteilung bei einem optimalen Cut-off-Wert von 92,0 % Ahn-

lichkeit wurde hier mit der SNP-Phylogenie verglichen. In Abbildung 5 ist die
FTIR-Clustereinteilung den SNP-Clustern gegenubergestellt. In einem FTIR-
Cluster waren Isolate aus einem bis drei SNP-Clustern vertreten. Isolate eines
SNP-Clusters waren auf ein bis vier FTIR-Cluster verteilt. Bei zwei SNP-
Clustern (ohne Singletons) war die Einteilung in FTIR-Cluster fur alle Isolate
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identisch (SNP-Cluster Nr. 4 und 8), bei drei FTIR-Clustern (ohne Singletons)
waren alle Isolate demselben SNP-Cluster zugehorig (FTIR-Cluster Nr. 6, 8 und
11). Passend zum ARI entsprechen sich die Cluster nur teilweise, eine zuver-
lassige Abbildung der genetischen Verwandtschaft durch die FTIR-
Spektroskopie findet nicht statt. In der Literatur finden sich fur andere Bakteri-
enspezies hiervon abweichende Ergebnisse, teils lie® sich eine sehr gute
Ubereinstimmung der FTIR-Cluster mit der SNP-Phylogenie erzielen
(Dinkelacker et al., 2018; Vogt et al., 2019). Die Beschaffenheit unserer Isolat-
sammlung, die Routineabstrichen und keinem Ausbruchsgeschehen entstammt
und somit von geringerer genetischer Verwandtschaft gekennzeichnet ist, kann
ebenso wie die gewahlten technischen Einstellungen fiir die niedrige Uberein-

stimmung der Methoden mitverantwortlich sein.
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Abbildung 5: Phylogenie der 103 E. coli-Isolate auf Basis der FTIR-Spektren, Clusterbil-
dung mithilfe der UPGMA-Methode. Der Cut-off-Wert fir die Zugehdrigkeit zu einem
Cluster wurde bei 92,0 % Ahnlichkeit festgelegt. FTIR-Cluster (ohne Singletons) sind als
Klammern um die Isolate dargestellt. Zusatzlich sind die SNP-Cluster verschiedenfarbig

dargestellt. Die Kennzeichnung der Isolate erfolgte anhand der Isolat-ID.

Zusatzlich wurden statistische Gutekriterien (Sensitivitat, Spezifitat, positiver
und negativer pradiktiver Wert) der FTIR-Clustereinteilung fur Cut-off-Werte
zwischen 51,0 % und 95,0 % berechnet. Die SNP-Cluster dienten als Referenz.
In Abbildung 6 ist das Verhalten der statistischen Gutekriterien bei verschiede-
nen Cut-off-Werten als Graph dargestellt. Die Abbildung ermoglicht so, den
bestgeeigneten Cut-off-Wert je nach bendtigter Sensitivitat bzw. Spezifitat zu
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finden. Ist beispielsweise das Ziel, mit der FTIR-Spektroskopie nur moglichst
sichere Transmissionen zu identifizieren, sollte eine hohe Spezifitdt und somit
ein moglichst hoher Cut-off-Wert gewahlt werden. Sollen jedoch moglichst viele
Transmissionen aufgedeckt werden mit dem Risiko, auch nicht stattgehabte
Ubertragungen falschlicherweise anzunehmen, ist eher eine hohe Sensitivitat

bei einer verkraftbar niedrigen Spezifitat gefordert.

0,8

0,6

0,4

statistische Gutekriterien

0,2

95 90 85 80 75 70 65 60 55
Cut-Off-Wert fiir die FTIR-Clusterbildung [% Ubereinstimmung der Spektren]

e Sensitivitit — essSpezifitat pos. pradiktiver Wert neg. pradiktiver Wert

Abbildung 6: Verhalten der statistischen Gutekriterien Sensitivitat, Spezifitat, positiver und
negativer pradiktiver Wert in Abhangigkeit vom Cut-off-Wert fir die FTIR-Clusterbildung.

Als Referenz diente die Cluster-Einteilung auf Basis der SNP-Analyse.

3.1.4 Transmissionssurveillance mit verschiedenen Typisierungsmethoden

3.1.4.1 Transmissionssurveillance mit epidemiologischen Daten
Im nachsten Schritt wurde untersucht, inwiefern sich vermutete Transmissionen

basierend auf epidemiologischen Daten durch Anwendung der verschiedenen
Typisierungsmethoden bestatigen lieRen. Die aus Routineabstrichen gewonne-
ne MRGN-Isolatsammlung wurde hierfur retrospektiv. auf maogliche
Ubertragungen hin untersucht und Isolate von Patienten mit Kontakt zueinander
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ausgewahlt. Als Patientenkontakt wurde der Umstand definiert, dass zwei Pati-
enten im selben Zeitraum auf derselben Station untergebracht waren und bei
mindestens einem der beiden Patienten der Erstnachweis des MRGN-E. coli
innerhalb von 28 Tagen nach dem Kontakt erfolgte. Hierdurch wurden Patien-
tenpaare gebildet, wobei einige Patienten Kontakt zu mehr als einem Patienten
aufwiesen und groRere Patientencluster entstanden. Ein Patient wurde einem
Kontakt-Cluster zugeteilt, wenn er mit mindestens einem Patienten dieser
Gruppe Kontakt hatte. Insgesamt ergaben sich 26 Kontakt-Cluster, bestehend
aus 15 Patientenpaaren und elf groReren Patientengruppen. Die grof3te Patien-
tengruppe stellt Kontakt-Cluster Nr. 6 (n = 13) dar. Die epidemiologischen
Verbindungen der 101 Patienten sind in Abbildung 7 dargestellt. Insgesamt la-
gen 94 Patientenkontakte und damit 94 potenzielle Ubertragungen vor.
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Abbildung 7: Potenzielle Transmissionen basierend auf epidemiologischen Daten der 101

Patienten, von welchen die E. coli-Isolate stammen. Die Patienten sind als Nummern ko-
diert und ihre Anordnung den Kontaktgruppen angepasst. Die 94 potenziellen
Transmissionen zwischen Patienten sind mit einem Doppelpfeil dargestellt. Die Kontaktda-
ten ermoglichten die Einteilung der Patienten in 26 Kontakt-Cluster, wobei ein Patient
einem Cluster zugeordnet wurde, wenn er mit mindestens einem anderen Patienten aus
diesem Cluster Kontakt hatte. Die Nummern der Kontakt-Cluster sind in schwarzen Kast-

chen dargestellt.
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3.1.4.2 Transmissionssurveillance mit SNP-Analyse als Typisierungsmethode
Um zu untersuchen, welche Ubertragungen der MRGN-E. coli-Stamme durch

eine Typisierungsmethode angenommen werden, wurden die Stationskontakte
der Patienten mit der genetischen Verwandtschaft ihrer Isolate in Kontext ge-
setzt. Hierfur wurden in Abbildung 8 die SNP-Cluster der Isolate eingefarbt und
Stationskontakte zwischen Patienten, deren Isolate demselben SNP-Cluster
zugeordnet waren, hervorgehoben. Mit Blick auf die Zusammenhange zwischen
SNP-Phylogenie und Stationskontakten lassen sich folgende Aussagen treffen:
Finf der potenziellen 94 Transmissionen liel3en sich durch die SNP-Analyse als
Typisierungsmethode bestatigen. In funf SNP-Clustern zeigten die Isolate der
Patienten Klonalitat, aber es konnten keine epidemiologischen Zusammenhan-
ge festgestellt werden. Einem Kontakt-Cluster waren Isolate aus einem bis zehn
SNP-Clustern zugeordnet. Die Isolate eines SNP-Clusters stammten von Pati-
enten aus einem bis vier Kontakt-Clustern. In vier Fallen waren alle Isolate
eines SNP-Clusters im selben Kontakt-Cluster enthalten (SNP-Cluster Nr. 2, 5,
8 und 9), wobei Singletons fur diese Angabe nicht berucksichtigt wurden. In
zwei weiteren Fallen waren die Isolate aller Patienten eines Kontakt-Clusters
demselben SNP-Cluster zugeordnet (Kontakt-Cluster Nr. 14 und 26).
Zusammenfassend lasst sich sagen, dass bei funf Patientenpaaren mit hoher
Wahrscheinlichkeit eine Transmission stattgefunden hat, da die Patienten Kon-
takt miteinander hatten und genetisch eng verwandte MRGN-E. coli-Stamme
isoliert wurden. Die bestatigten Transmissionen dienen im Folgenden als Refe-
renz fur die Beurteilung der Vergleichsmethoden MLST-Analyse und FTIR-
Spektroskopie.
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Abbildung 8: Potenzielle Transmissionen basierend auf epidemiologischen Daten der 101

Patienten, von welchen die E. coli-Isolate stammen. Die Patienten sind als Nummern ko-
diert und ihre Anordnung den Kontaktgruppen angepasst. Die Kontaktdaten ermdglichten
die Einteilung der Patienten in 26 Kontakt-Cluster, wobei ein Patient einem Cluster zuge-
ordnet wurde, wenn er mit mindestens einem anderen Patienten aus diesem Cluster
Kontakt hatte. Die Nummern der Kontakt-Cluster sind in schwarzen Kastchen dargestellt.
Zusatzlich sind die SNP-Cluster der Isolate verschiedenfarbig dargestellt. Von zwei Patien-
ten liegen mehrere Isolate vor, in diesen Fallen wurde der zugehdrige Kreisinhalt aufgeteilt.
Die 94 epidemiologisch vermuteten Transmissionen zwischen Patienten sind mit einem
Doppelpfeil dargestellt. In finf Fallen wurde in der SNP-Analyse eine enge genetische
Verwandtschaft von Isolaten innerhalb einer Kontaktgruppe nachgewiesen, eine Transmis-
sion wurde somit genetisch bestatigt. Die Doppelpfeile zwischen den betroffenen Isolaten
sind verdickt dargestellt. In allen anderen Fallen wurde eine Transmission auf Basis der

SNP-Differenzen ausgeschlossen, hier sind die Doppelpfeile diinn dargestellt.
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3.1.4.3 Transmissionssurveillance mit MLST-Analyse als Typisierungsmethode
Neben der umfassenderen SNP-Analyse wurde die Bestimmung der Sequenz-

typen als Typisierungsmethode untersucht. In Abbildung 9 sind die
Sequenztypen der Isolate farbig dargestellt und die Kontakte zwischen Patien-
ten, deren Isolate denselben Sequenztyp aufweisen, hervorgehoben. Funf der
28 auf Basis der MLST-Analyse angenommenen Transmissionen wurden durch
die SNP-Analyse bestatigt. In 23 Fallen wurde falschlicherweise eine Transmis-
sion angenommen. Einem Kontakt-Cluster waren Isolate von einem bis funf
Sequenztypen zugeordnet. Die Isolate eines Sequenztyps stammten wiederum
von Patienten aus einem bis 19 Kontakt-Clustern. In zwei Fallen waren alle Iso-
late eines Sequenztyps im selben Kontakt-Cluster enthalten (ST46 und ST73),
wobei Singletons fur diese Angabe nicht berlcksichtigt wurden. In funf Fallen
waren die Isolate aller Patienten eines Kontakt-Clusters vom selben Sequenz-
typen (Kontakt-Cluster Nr. 14, 15, 17, 20 und 26). Unter den analysierten
Isolaten waren ST131 und ST410 am haufigsten vertreten, zwischen Isolaten
dieser Sequenztypen wurden auf Basis von Epidemiologie und MLST-Analyse
auch die meisten Transmissionen vermutet. Bei weit verbreiteten Sequenztypen
ist nicht auszuschlieen, dass ein Ubereinstimmender Sequenztyp nach Patien-
tenkontakt dem Zufall geschuldet ist und keine Ubertragung stattfand. Aufgrund
der niedrigeren Trennscharfe ist die MLST-Analyse weniger gut zur Transmis-
sionssurveillance geeignet als die SNP-Analyse.
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Abbildung 9: Potenzielle Transmissionen basierend auf epidemiologischen Daten der 101
Patienten, von welchen die E. coli-Isolate stammen. Die Patienten sind als Nummern ko-
diert und ihre Anordnung den Kontaktgruppen angepasst. Die Kontaktdaten ermdglichten
die Einteilung der Patienten in 26 Kontakt-Cluster, wobei ein Patient einem Cluster zuge-
ordnet wurde, wenn er mit mindestens einem anderen Patienten aus diesem Cluster
Kontakt hatte. Die Nummern der Kontakt-Cluster sind in schwarzen Kastchen dargestellt.
Zusatzlich sind die Sequenztypen der Isolate verschiedenfarbig dargestellt. Von zwei Pati-
enten liegen mehrere Isolate vor, in diesen Fallen wurde der zugehdrige Kreisinhalt
aufgeteilt. Die 94 epidemiologisch vermuteten Transmissionen zwischen Patienten sind mit
einem Doppelpfeil dargestellt. In 28 Fallen wurden Isolate einer Kontaktgruppe demselben
Sequenztyp zugeordnet, eine Transmission wurde somit auf Grundlage von Epidemiologie
und MLST-Analyse vermutet. Die Doppelpfeile zwischen den betroffenen Isolaten sind ver-
dickt dargestellt. In allen anderen Fallen wurde eine Transmission auf Basis der
Sequenztypen nicht angenommen, hier sind die Doppelpfeile diinn dargestellt. Als Refe-

renz sind die finf in der SNP-Analyse verifizierten Transmissionen grau hinterlegt.
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3.1.4.4 Transmissionssurveillance mit FTIR-Spektroskopie als Typisierungsmethode
Im Weiteren wurde untersucht, inwiefern Ubertragungen auf Basis der FTIR-

Spektroskopie angenommen wurden. Hierfur wurden die epidemiologischen
Daten der Patienten mit der FTIR-Clustereinteilung der von ihnen isolierten
E. coli-Stamme fur einen Cut-off-Wert von 74,0 % kombiniert. In Abbildung 10
sind alle Patientenkontakte und die Zuteilung der Isolate zu FTIR-Clustern dar-
gestellt. Kontakte zwischen Patienten, deren lIsolate sich im selben FTIR-
Cluster befinden, sind hervorgehoben. Vier der 13 auf Basis der FTIR-
Spektroskopie angenommenen Transmissionen wurden durch die SNP-Analyse
bestatigt. In neun Fallen wurde falschlicherweise eine Transmission angenom-
men. Ein Kontakt-Cluster enthielt hierbei Isolate aus mindestens einem und
maximal neun FTIR-Clustern, die Isolate eines FTIR-Clusters stammten von
Patienten aus mindestens einem und maximal 16 Kontakt-Clustern. In zwei Fal-
len waren alle Isolate eines FTIR-Clusters im selben Kontakt-Cluster enthalten
(FTIR-Cluster Nr. 4 und 12), wobei Singletons fur diese Angabe nicht beruck-
sichtigt wurden. In drei Fallen waren die Isolate aller Patienten eines Kontakt-
Clusters im selben FTIR-Cluster vertreten (Kontakt-Cluster Nr. 14, 17 und 20).
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Abbildung 10: Potenzielle Transmissionen basierend auf epidemiologischen Daten der 101
Patienten, von welchen die E. coli-Isolate stammen. Die Patienten sind als Nummern ko-
diert und ihre Anordnung den Kontaktgruppen angepasst. Die Kontaktdaten ermdglichten
die Einteilung der Patienten in 26 Kontakt-Cluster, wobei ein Patient einem Cluster zuge-
ordnet wurde, wenn er mit mindestens einem anderen Patienten aus diesem Cluster
Kontakt hatte. Die Nummern der Kontakt-Cluster sind in schwarzen Kastchen dargestellt.
Zusétzlich sind die FTIR-Cluster (Cut-off-Wert bei 74,0 % Ahnlichkeit) verschiedenfarbig
dargestellt. Von zwei Patienten liegen mehrere Isolate vor, in diesen Fallen wurde der zu-
gehorige Kreisinhalt aufgeteilt. Die 94 epidemiologisch vermuteten Transmissionen
zwischen Patienten sind mit einem Doppelpfeil dargestellt. In 13 Fallen wurden Isolate ei-
ner Kontaktgruppe demselben FTIR-Cluster zugeordnet, eine Transmission wurde somit
auf Grundlage von Epidemiologie und FTIR-Spektroskopie vermutet. Die Doppelpfeile zwi-
schen den betroffenen Isolaten sind verdickt dargestellt. In allen anderen Fallen wurde eine
Transmission auf Basis der FTIR-Cluster nicht angenommen, hier sind die Doppelpfeile
dinn dargestellt. Als Referenz sind die finf in der SNP-Analyse verifizierten Transmissio-
nen grau hinterlegt.
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Zudem wurde die Typisierung mittels FTIR-Spektroskopie bei einem Cut-off-
Wert von 92,0 % untersucht. In Abbildung 11 sind alle Patientenkontakte und
die Zuteilung der Isolate zu FTIR-Clustern dargestellt. Kontakte zwischen Pati-
enten, deren Isolate sich im selben FTIR-Cluster befinden, sind hervorgehoben.
Alle drei auf Basis der FTIR-Spektroskopie angenommenen Transmissionen
wurden durch die SNP-Analyse bestatigt. Ein Kontakt-Cluster beinhaltete unter
diesen Bedingungen Isolate aus zwei bis maximal zehn FTIR-Clustern. Die Iso-
late eines FTIR-Clusters stammten von Patienten aus mindestens einem und
maximal drei Kontakt-Clustern. In zwei Fallen waren alle Isolate eines FTIR-
Clusters im selben Kontakt-Cluster enthalten (FTIR-Cluster Nr. 8 und 11). In
keinem Fall gehorten die Isolate der Patienten eines Kontakt-Clusters demsel-
ben FTIR-Cluster an.
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Abbildung 11: Potenzielle Transmissionen basierend auf epidemiologischen Daten der 101

Patienten, von welchen die E. coli-Isolate stammen. Die Patienten sind als Nummern ko-
diert und ihre Anordnung den Kontaktgruppen angepasst. Die Kontaktdaten ermdglichten
die Einteilung der Patienten in 26 Kontakt-Cluster, wobei ein Patient einem Cluster zuge-
ordnet wurde, wenn er mit mindestens einem anderen Patienten aus diesem Cluster
Kontakt hatte. Die Nummern der Kontakt-Cluster sind in schwarzen Kastchen dargestellt.
Zusétzlich sind die FTIR-Cluster (Cut-off-Wert bei 92,0 % Ahnlichkeit) verschiedenfarbig
dargestellt. Von zwei Patienten liegen mehrere Isolate vor, in diesen Féllen wurde der zu-
gehorige Kreisinhalt aufgeteilt. Die 94 epidemiologisch vermuteten Transmissionen
zwischen Patienten sind mit einem Doppelpfeil dargestellt. In drei Fallen wurden Isolate
einer Kontaktgruppe demselben FTIR-Cluster zugeordnet, eine Transmission wurde somit
auf Grundlage von Epidemiologie und FTIR-Spektroskopie vermutet. Die Doppelpfeile zwi-
schen den betroffenen Isolaten sind verdickt dargestellt. In allen anderen Fallen wurde eine
Transmission auf Basis der FTIR-Cluster nicht angenommen, hier sind die Doppelpfeile
dinn dargestellt. Als Referenz sind die finf in der SNP-Analyse verifizierten Transmissio-

nen grau hinterlegt.
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3.2 Einfluss von Nahrmedium und Inkubationszeit auf die FTIR-Spektren

3.2.1 Einfluss des Nahrmediums auf die FTIR-Spektren von E. coli-Isolaten
Um den Einfluss des Nahrmediums auf die FTIR-Spektroskopie zu untersu-

chen, wurden elf E. coli-lsolate neben Columbia-Blutagar zusatzlich auf
abweichenden Nahrmedien kultiviert und wie im Methodenteil beschrieben mit-
hilfe der FTIR-Spektroskopie analysiert. Die kulturelle Anzichtung erfolgte auf
Brain-Heart-Infusion-Agar, CLED-Agar, Endo-Agar, MacConkey-Agar, Miller-
Hinton-Agar und Columbia-Blutagar als Vergleichsmedium. Die Kulturen wur-
den fur 24 (£ 0,5) Stunden inkubiert und im Anschluss in 14 Messdurchlaufen
spektroskopisch analysiert. Hierbei wurden alle elf Isolate zeitgleich auf einem
der Nahrmedien kultiviert und auf derselben Tragerplatte vermessen, um die
Bedingungen fur die Untersuchung eines Nahrbodens moglichst ahnlich zu hal-
ten. Von jedem lIsolat lagen pro Nahrmedium zwolIf Spektren vor. Spektren mit
mangelhafter Qualitdt wurden vom IR Biotyper System ausgeschlossen, 19
Messdurchgange wurden deshalb wiederholt. Messungen von Endo-Kulturen
waren besonders haufig von unzureichender Qualitat. Die mittlere Uberein-
stimmung der technischen Replikate betrug 93,0%, die mittlere
Ubereinstimmung der biologischen Replikate bei 89,7 %. Die Ubereinstimmung
der in einem biologischen Replikat enthaltenen Spektren lag hier immer bei
mindestens 85,0 %.

Die Summenspektren der auf den alternativen Nahrboden gewachsenen Kultu-
ren wurden fur jedes Isolat mit den FTIR-Spektren der auf Columbia-Agar
gewachsenen Kulturen verglichen: Mithilfe von BioNumerics wurde die Ahnlich-
keit der Spektren ermittelt, was einen Vergleich zwischen den Nahrmedien
ermoglicht. In Tabelle 11 ist eine zusammenfassende Matrix zu sehen, die die
Mittelwerte der einzelnen Isolate enthélt und so einen Uberblick tber die Ahn-
lichkeit der Nahrmedien gibt. Im Vergleich zum Standard-Nahrmedium
Columbia-Blutagar konnte durch Kultivierung auf Brain-Heart-Infusion- und Mul-
ler-Hinton-Agar die hochste Ahnlichkeit der Spektren erzielt werden. Die grofte
Abweichung entstand bei Verwendung von MacConkey-Agar. Zusammenfas-
send zeigt sich fur die nicht-selektiven Nahrmedien Brain-Heart-Infusion-Agar
und Miller-Hinton-Agar eine gute Ubereinstimmung mit Columbia-Blutagar,
wahrend die selektiven Nahrmedien Endo-, MacConkey- und CLED-Agar ledig-
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lich unter 70 % Ubereinstimmung erzielen konnten. Ein méglicher Grund fiir
diese Differenz ist der Einfluss der unterschiedlichen Inhaltsstoffe auf den Me-
tabolismus der Bakterienstamme, der in der FTIR-Spektroskopie mitabgebildet
wird. Fur die Routineanwendung der FTIR-Spektroskopie ist eine hohe Ver-
gleichbarkeit der Kultivierungsbedingungen erwinscht, weshalb sich die
verschiedenen nicht-selektiven Nahrmedien gut fur den Einsatz im klinischen
Alltag eignen.

Tabelle 11: Ubersicht mit Mittelwerten aller Isolate — Ahnlichkeit der Isolatspektren nach
Inkubation auf unterschiedlichen Nahrbéden [%]. Die Isolate wurden fir 24 (x 0,5) Stunden
auf Brain-Heart-Infusion-Agar, CLED-Agar, Endo-Agar, MacConkey-Agar, Miiller-Hinton-
Agar und Columbia-Blutagar inkubiert und im Anschluss jeweils mithilfe der FTIR-
Spektroskopie typisiert. Die prozentuale Ubereinstimmung der Summenspektren wurde fiir
jedes Isolat errechnet, die Mittelwerte kalkuliert und in dieser Matrix zusammengefasst.

Abkurzungen: Brain-Heart = Brain-Heart-Infusion-Agar, CLED = CLED-Agar, Endo = Endo-
Agar, MacConkey = MacConkey-Agar, Miller-Hinton = Miller-Hinton-Agar, ColS+ = Co-

lumbia-Blutagar.

3.2.2 Einfluss der Inkubationszeit auf die FTIR-Spektren von E. coli-Isolaten
Da neben dem Nahrmedium auch die Inkubationszeit Einfluss auf die FTIR-

Spektren hat, wurden die Kulturen einiger E. coli-Isolate statt 24 (+ 0,5) Stunden
fur einen langeren bzw. kirzeren Zeitraum inkubiert. Folgendes Schema wurde
zugrunde gelegt: Vier Isolate wurden fur sechs, acht und 24 (+ 0,5) Stunden
inkubiert, drei Isolate fur 16, 18, 20, 22, 24 und 26 (+ 0,5) Stunden und sieben
Isolate fur 24, 48 und 72 (+ 0,5) Stunden. In jedem Experiment wurden somit
Spektren von fur 24 (£ 0,5) Stunden inkubierten Kulturen vermessen, um einen
Vergleich zwischen den Experimenten zu ermdglichen. Die Anzahl der gewahl-
ten Isolate wurde auf die GroRBe der Tragerplatte abgestimmt. Die Isolate
MRGN5487, MRGN5508 und MRGNS5509 waren in allen Experimenten enthal-
ten und sind somit gut geeignet fur einen Ubergreifenden Vergleich. Alle
Ansatze eines Experimentes wurden zeitgleich und auf derselben Tragerplatte
vermessen, um eine bessere Vergleichbarkeit der Spektren zu gewahrleisten.
Im Anschluss wurden die Kulturen in 15 Messdurchlaufen mittels FTIR-

68



Spektroskopie analysiert, sieben Messdurchlaufe wurden wegen mangelhafter
Qualitat wiederholt. Von jedem lIsolat lagen pro Inkubationszeit zwolf Spektren
vor. Die mittlere Ubereinstimmung der technischen Replikate betrug 92,2 %, die
mittlere Ubereinstimmung der biologischen Replikate bei 88,6 %. Die Uberein-
stimmung der in einem biologischen Replikat enthaltenen Spektren betrug
immer mindestens 85,0 %. Die FTIR-Spektren der Kulturen mit alternativen In-
kubationszeiten wurden fur jedes lIsolat mit den FTIR-Spektren der fur 24
Stunden inkubierten Kulturen verglichen und die Ahnlichkeit der Spektren mithil-
fe von BioNumerics ermittelt.

Wenn die Inkubationszeit der Isolate moglichst gering gehalten werden kann,
wird der Typisierungsprozess verkurzt und somit der routinemaldige Einsatz der
FTIR-Spektroskopie vereinfacht. Um das sehr geringe Kulturwachstum bei kur-
zen Inkubationszeiten auf Columbia-Blutagar zu berlcksichtigen, erfolgte die
Inkubation fur sechs, acht und 24 Stunden auf Brain-Heart-Infusion-Agar. Far
acht und 24 Stunden Inkubationszeit wurde zusatzlich auf Columbia-Blutagar
inkubiert, um eine Vergleichbarkeit mit den folgenden Experimenten zu gewahr-
leisten. In Tabelle 12 ist eine zusammenfassende Matrix zu sehen, die die
Mittelwerte der einzelnen Isolate enthélt und so einen Uberblick tber den Ein-
fluss verschiedener Inkubationszeiten auf die FTIR-Spektren gibt. Im Vergleich
zu den Standardbedingungen (Inkubation fur 24 Stunden auf Columbia-
Blutagar) konnte durch Inkubation fur 24 Stunden auf Brain-Heart-Infusion-Agar
und durch Inkubation fiir acht Stunden auf Columbia-Blutagar die grofite Ahn-
lichkeit der Spektren erreicht werden. Bei Inkubation fur sechs Stunden auf
Brain-Heart-Infusion-Agar zeigte sich die groRte Abweichung von den Stan-
dardbedingungen.
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Tabelle 12: Ubersicht mit Mittelwerten aller Isolate — Ahnlichkeit der Isolatspektren nach
Inkubation fiir sechs, acht und 24 Stunden auf Brain-Heart-Infusion-Agar bzw. fiir acht und
24 Stunden auf Columbia-Blutagar [%]. Nach Inkubation wurden die Isolate mithilfe der
FTIR-Spektroskopie typisiert. Die prozentuale Ubereinstimmung der Summenspektren
wurde fir jedes Isolat errechnet, die Mittelwerte kalkuliert und in dieser Matrix zusammen-
gefasst.

Abkurzungen: Brain-Heart = Brain-Heart-Infusion-Agar, ColS+ = Columbia-Blutagar.

6h Brain-Heart 8h Brain-Heart 24h Brain-Heart 8h ColS+

8h Brain-Heart 90,6

24h Brain-Heart 74,2 78,3

8h ColS+ 78,5 81,0 78,3

24h ColS+ 64,1 67,9 82,9 78,8

Um die FTIR-Spektroskopie routinemallig zur Transmissionssurveillance ein-
setzen zu konnen, sollte ihre Anwendung moglichst unkompliziert gehalten
werden. Dafur ist beispielsweise interessant, wie viel Abweichung von der
Standard-Inkubationszeit tolerabel ist, ohne die Typisierungsergebnisse zu ver-
falschen. Im Folgenden wurden deshalb Inkubationszeiten in relativ geringem
Abstand zum Standard von 24 Stunden untersucht. Die Isolate wurden hierfur
fur 16, 18, 20, 22, 24 und 26 Stunden auf Columbia-Blutagar inkubiert und mit-
hilfe der FTIR-Spektroskopie analysiert. In Tabelle 13 ist eine
zusammenfassende Matrix zu sehen, die die Mittelwerte der einzelnen Isolate
enthalt und so einen Uberblick iber den Einfluss der verschiedenen Inkuba-
tionszeiten auf die FTIR-Spektren gibt. Fur alle untersuchten Inkubationszeiten
zeigten die Spektren eine Ahnlichkeit von tGber 90 % mit den unter Standardbe-
dingungen generierten Spektren (Inkubation fur 24 Stunden auf Columbia-
Blutagar). Die grote Ahnlichkeit zum Standard zeigten Isolatspektren im Mittel
nach Inkubation fur 20 bzw. 26 Stunden.
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Tabelle 13: Ubersicht mit Mittelwerten aller Isolate — Ahnlichkeit der Isolatspektren nach
Inkubation fiir 16, 18, 20, 22, 24 und 26 Stunden [%]. Die Isolate wurden nach der Inkuba-
tion mithilfe der FTIR-Spektroskopie typisiert. Die prozentuale Ubereinstimmung der
Summenspektren wurde fiir jedes Isolat errechnet, die Mittelwerte kalkuliert und in dieser

Matrix zusammengefasst.

Um das breite Spektrum der Inkubationszeiten vollstandig abzudecken, wurde
in einem weiteren Schritt untersucht, ob besonders lange Inkubationszeiten ei-
nen Einfluss auf die Ahnlichkeit der Spekiren haben. Die lIsolate wurden
deshalb fur 24, 48 und 72 Stunden auf Columbia-Blutagar inkubiert und die
Ahnlichkeit der Isolatspektren bestimmt. In Tabelle 14 ist eine zusammenfas-
sende Matrix zu sehen, die die Mittelwerte der einzelnen Isolate enthalt und so
einen Uberblick tber den Einfluss besonders langer Inkubationszeiten auf die
FTIR-Spektren gibt. Im Mittel zeigen die Spektren nach Inkubation fur 48 oder
72 Stunden eine relativ geringe Ubereinstimmung (< 80 %) mit dem Standard
von 24 Stunden Inkubationszeit. Vergleicht man die Ahnlichkeit der Spektren
nach 48 und 72 Stunden untereinander, zeigt sich mit tber 85 % im Mittel hin-

gegen eine relativ hohe Ahnlichkeit.

Tabelle 14: Ubersicht mit Mittelwerten aller Isolate — Ahnlichkeit der Isolatspektren nach
Inkubation fiir 24, 48 oder 72 Stunden [%]. Die Isolate wurden nach der Inkubation mithilfe
der FTIR-Spektroskopie typisiert. Die prozentuale Ubereinstimmung der Summenspektren
wurde fir jedes Isolat errechnet, die Mittelwerte kalkuliert und in dieser Matrix zusammen-

gefasst.

Fir eine zusammenfassende Beurteilung ist in Tabelle 15 ein Uberblick tber
alle untersuchten Inkubationszeiten dargestellt. In jedem Experiment wurden
alle Isolate einmal unter den Standardbedingungen (Inkubation fur 24 Stunden
auf Columbia-Blutagar) inkubiert und in einer gemeinsamen Messung mit den

Kulturen mit variierter Inkubationszeit spektroskopisch analysiert. So wurde ver-
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sucht, eine moglichst gute Vergleichbarkeit mit dem Standard zu gewahrleisten.
Im Vergleich zum Standard konnte durch eine Inkubation fur 26 Stunden auf
Columbia-Blutagar die gréRte Ahnlichkeit der Spektren erreicht werden. Insge-
samt wiesen alle gering vom Standard abweichenden Inkubationszeiten im
Zeitraum von 16 bis 26 Stunden eine Ahnlichkeit von (iber 90 % im Vergleich zu
Standardbedingungen auf. Sowohl sehr lange (48 bzw. 72 Stunden) als auch
sehr kurze Inkubationszeiten (sechs bzw. acht Stunden) erzielten lediglich eine
Ahnlichkeit von unter 80 % im Vergleich zum Standard. Das zeigt, dass eine
Variation der Inkubationszeit in geringem Rahmen (16-26 Stunden) im Routine-
betrieb gut moglich ware, was die Ablaufe im Labor enorm vereinfachen wuirde.
Eine Variation in groRerem Malie, insbesondere eine stark verkurzte Inkubati-
onszeit, scheint jedoch nicht sinnvoll, so dass die Durchfihrung der FTIR-
Spektroskopie auf Basis dieser Ergebnisse weiterhin an zeitliche Limitationen
gebunden ist. Insgesamt ist der Einfluss der gewahlten Inkubationszeit auf die
FTIR-Spektren klar erkennbar.

Tabelle 15: Ubersicht mit Mittelwerten aller Isolate — Ahnlichkeit der Isolatspektren fiir alle
untersuchten Inkubationszeiten im Vergleich zu den unter Standardbedingungen (Inkubati-
on fur 24 Stunden auf Columbia-Blutagar) ermittelten Spektren [%]. Die Isolate wurden
nach der Inkubation mithilfe der FTIR-Spektroskopie typisiert. Die prozentuale Uberein-
stimmung der Summenspektren wurde fir jedes Isolat errechnet, die Mittelwerte kalkuliert
und in dieser Matrix zusammengefasst.

Abkurzungen: Brain-Heart = Brain-Heart-Infusion-Agar, ColS+ = Columbia-Blutagar.

24h ColS+
6h Brain-Heart 64,1
8h Brain-Heart 67,9
24h Brain-Heart 82,9
8h ColS+ 78,8
16h ColS+ 914
18h ColS+ 91,2
20h ColS+ 93,9
22h ColS+ 92,4
26h ColS+ 94,1
48h ColS+ 77,7
72h ColS+ 66,8
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3.3 Transmissionssurveillance von MRGN-K. pneumoniae

3.3.1 Isolatauswahl
Neben den E. coli-Stammen (siehe Kapitel 3.1) wurden 34 |Isolate der Spezies

K. pneumoniae untersucht. Die Isolate stammen von 33 Patienten aus acht Sta-
tionen bzw. Ambulanzen des Uniklinikums Tubingen und wurden im Zeitraum
von April 2016 bis November 2017 aus Rachen- und Analabstrichen gewonnen.
14 der K. pneumoniae-lsolate wiesen ein 3MRGN-Resistenzmuster auf, 20 wei-
tere Isolate waren vom Resistenzphanotyp 2MRGN-NeoPad. Zudem wurden
nur Isolate von Patienten ausgewahlt, die Stationskontakt zu mindestens einem
anderen eingeschlossenen Patienten hatten. Von einem Patienten wurden zwei
Isolate ausgewahlt, die bei der initialen Routinediagnostik ein unterschiedliches
Antibiogramm gezeigt hatten. Die K. pneumoniae-lsolate wurden mittels FTIR-
Spektroskopie analysiert. Alle analysierten Isolate wurden in die weitere Aus-
wertung miteinbezogen.

Vor Durchfuhrung der FTIR-Spektroskopie wurde die Spezies der Isolate mithil-
fe von MALDI-TOF Massenspektrometrie bestatigt. Alle 34 Isolate wurden im

ersten Durchgang sicher der Spezies K. pneumoniae zugeordnet.

3.3.2 FTIR-Spektroskopie

3.3.2.1 Erstellung und Analyse der FTIR-Spektren
Die 34 K. pneumoniae-lsolate wurden im Oktober 2018 mittels FTIR-

Spektroskopie analysiert. Die kulturelle Anztchtung der Isolate erfolgte auf Co-
lumbia-Agar mit einer Inkubationszeit von 18 (£ 0,5) Stunden. Analog zu den
E. coli-Isolaten wurden von jedem Isolat zwolf Spektren erstellt. Spektren von
ungenugender Qualitat wurden durch das IR Biotyper System im Voraus aus-
geschlossen und die Messung bei weniger als zwei verbleibenden Spektren
eines biologischen Replikates mit einer neu abgeimpften Kultur wiederholt. Ins-
gesamt waren sieben Messdurchlaufe notig, um von allen K. pneumoniae-
Isolaten die erforderliche Anzahl an Spektren zu erstellen. Nach Ausschluss
mangelhafter Spektren wurde die Messung des Isolates MRGN5289 wiederholt.
Die eingeschlossenen Spektren wurden summiert, verglichen und ihre Uberein-
stimmung ermittelt. Die mittlere Ubereinstimmung der technischen Replikate

eines biologischen Replikates betrug 92,6 %, die mittlere Ubereinstimmung der
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drei biologischen Replikate eines Isolates lag bei 88,1 %. Alle in einem biologi-
schen Replikat enthaltenen Spektren wiesen hierbei eine Ubereinstimmung von
mindestens 85,0 % auf.

3.3.2.2 Berechnung von Clustern aus FTIR-Spektren
Die Einteilung der FTIR-Spektren in Cluster erfolgte mit einem Cut-off-Wert von

75,0 %, der bereits in einer Publikation von 2018 etabliert wurde (Dinkelacker et
al., 2018). Auf diesem Weg wurden die K. pneumoniae-Isolate in 15 Cluster mit
einem bis neun Isolaten eingeteilt (siehe Abbildung 12). Hierbei enthielten acht
Cluster mindestens zwei Isolate und sieben Cluster lediglich ein Isolat (Single-
tons). Die meisten Isolate umfasste FTIR-Cluster Nr. 3 (n = 9). Somit kommen

acht Cluster fur potenzielle Transmissionen infrage.
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Abbildung 12: Phylogenie der 34 K. pneumoniae-lsolate auf Basis der FTIR-Spektren,
Clusterbildung mithilfe der UPGMA-Methode. Der Cut-off-Wert fir die Zugehorigkeit zu
einem Cluster wurde bei 75,0 % Ahnlichkeit festgelegt. Die Cluster sind verschiedenfarbig

dargestellt. Die Kennzeichnung der Isolate erfolgte anhand der Isolat-ID.
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3.3.3 Transmissionssurveillance mit verschiedenen Typisierungsmethoden

3.3.3.1 Transmissionssurveillance mit epidemiologischen Daten
Wie fur die E. coli-Isolate eingehend beschrieben (siehe Kapitel 3.1.4), wurde

anhand der Patientenkontakte auf potenzielle Transmissionen der
K. pneumoniae-Stamme geschlossen. Anhand der epidemiologischen Informa-
tionen wurden neun Kontakt-Cluster mit jeweils zwei bis sieben Patienten
erstellt. Die grof3te Patientengruppe stellt Kontakt-Cluster Nr. 3 (n = 7) dar. Die
epidemiologischen Verbindungen der 33 Patienten sind in Abbildung 13 darge-
stellt. Insgesamt lagen 37 Patientenkontakte und damit mogliche

Transmissionen vor.
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Abbildung 13: Potenzielle Transmissionen basierend auf epidemiologischen Daten der 33
Patienten, von welchen die K. pneumoniae-lsolate stammen. Die Patienten sind als Num-
mern kodiert und ihre Anordnung den Kontaktgruppen angepasst. Die 37 potenziellen
Transmissionen zwischen Patienten sind mit einem Doppelpfeil dargestellt. Die Kontaktda-
ten ermoéglichen die Einteilung der Patienten in neun Kontakt-Cluster, wobei ein Patient
einem Cluster zugeordnet wurde, wenn er mit mindestens einem anderen Patienten aus

diesem Cluster Kontakt hatte.
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3.3.3.2 Transmissionssurveillance mit FTIR-Spektroskopie als Typisierungsmethode
Im Folgenden wurde analog zum Vorgehen bei den E. coli-Isolaten untersucht,

inwiefern sich von epidemiologischen Daten suggerierte Transmissionen durch
Anwendung der FTIR-Spektroskopie bestatigen lieBen. Die Kontaktdaten der
Patienten wurden mit der FTIR-Clustereinteilung der von ihnen isolierten E. coli-
Stamme fur einen Cut-off-Wert von 75,0 % kombiniert (siehe Abbildung 14).
Kontakte zwischen Patienten, deren Isolate demselben FTIR-Cluster zugeord-
net wurden, sind hervorgehoben. Zusatzlich ist die Einteilung in FTIR-Cluster
farbig dargestellt. Ein Kontakt-Cluster enthielt hierbei Isolate aus einem bis
sechs FTIR-Clustern, die Isolate eines FTIR-Clusters stammten von Patienten
aus einem bis vier Kontakt-Clustern. In vier Fallen waren alle Isolate eines
FTIR-Clusters im selben Kontakt-Cluster enthalten (FTIR-Cluster Nr. 2, 5, 6 und
7). In drei Fallen waren die Isolate der Patienten eines Kontakt-Clusters im sel-
ben FTIR-Cluster vertreten (Kontakt-Cluster Nr. 5, 7 und 8). Somit werden auf
Basis von Epidemiologie und FTIR-Spektroskopie 17 von 33 mdglichen Trans-
missionen als bestatigt angesehen.
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Abbildung 14: Potenzielle Transmissionen basierend auf epidemiologischen Daten der 33
Patienten, von welchen die K. pneumoniae-lsolate stammen. Die Patienten sind als Num-
mern kodiert und ihre Anordnung den Kontaktgruppen angepasst. Die Kontaktdaten
ermoglichten die Einteilung der Patienten in 9 Kontakt-Cluster, wobei ein Patient einem
Cluster zugeordnet wurde, wenn er mit mindestens einem anderen Patienten aus diesem
Cluster Kontakt hatte. Zuséatzlich sind die FTIR-Cluster (Cut-off-Wert bei 75,0 % Ahnlich-
keit) verschiedenfarbig dargestellt. Von zwei Patienten liegen mehrere Isolate vor, in
diesen Fallen wurde der zugehoérige Kreisinhalt aufgeteilt. Die 37 epidemiologisch vermute-
ten Transmissionen zwischen Patienten sind mit einem Doppelpfeil dargestellt. In 17 Fallen
wurden Isolate einer Kontaktgruppe demselben FTIR-Cluster zugeordnet, eine Transmis-
sion wurde somit auf Grundlage von Epidemiologie und FTIR-Spektroskopie vermutet. Die
Doppelpfeile zwischen den betroffenen Isolaten sind verdickt dargestellt. In allen anderen
Fallen wurde eine Transmission auf Basis der FTIR-Cluster nicht angenommen, hier sind

die Doppelpfeile diinn dargestellt.
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4 Diskussion

Die Zielsetzung dieser Dissertation war es, die FTIR-Spektroskopie als Metho-
de zur Transmissionssurveillance von Bakterienstammen im klinischen Kontext
zu evaluieren. Mithilfe der FTIR-Spektroskopie wurden Isolate auf Subspezies-
ebene typisiert und die Spektren hinsichtlich ihrer Reproduzierbarkeit beurteilt.
Es erfolgte jeweils der Vergleich mit der WGS-basierten SNP- und MLST-
Analyse als etablierte Referenzmethoden. Zusatzlich wurde der Einfluss des
Nahrmediums und der Inkubationszeit auf die Reproduzierbarkeit der Spektren
untersucht. Die FTIR-Spektroskopie zeigte sich in dieser Studie als eine un-
komplizierte und gut reproduzierbare Methode zur Subtypisierung von MRGN-
E. coli- und MRGN-K. pneumoniae-Isolaten, allerdings war die Trennscharfe
der FTIR-Spektroskopie der SNP-Analyse als Methode zur Transmissions-
surveillance unterlegen. Die Ubereinstimmung der FTIR-Clustereinteilung mit
der MLST-Analyse hing stark vom jeweiligen Sequenztyp ab. Die Reproduzier-
barkeit der FTIR-Spektren wurde durch den Einsatz verschiedener nicht-
selektiver Nahrmedien und Variation der Inkubationszeit um wenige Stunden

nicht signifikant eingeschrankt.

4.1 Transmissionssurveillance von MRGN-E. coli und MRGN-K. pneumoniae
4.1.1 Isolatauswahl

Eine Besonderheit dieser Arbeit ist die Verwendung von MRGN-Stammen, da
die Typisierung und Uberwachung multiresistenter Stamme spezielle klinische
Relevanz haben. Die Isolate entstammen keinem bestimmten Ausbruchs-
geschehen, wie es bei anderen Studien der Fall ist (Martak et al., 2019; Vogt et
al., 2019), sondern wurden innerhalb des Jahres 2017 gewonnen. Mit dieser
Konstellation wurde angestrebt, ein moglichst breites Spektrum an Stammen
aus dem klinischen Alltag abzudecken. Die Grundvoraussetzung fur die Aus-
wahl eines Stammes war das Vorliegen eines Kontaktes mit einem anderen
eingeschlossenen Patienten, womit ein Minimum an epidemiologischen Verbin-
dungen gewahrleistet war und der Vergleich der untersuchten
Typisierungsmethoden mit epidemiologischen Daten ermdglicht wurde.
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Als Patientenkontakt wurde der Umstand definiert, dass zwei Patienten im sel-
ben Zeitraum auf derselben Station untergebracht waren und bei mindestens
einem der beiden Patienten der Erstnachweis des MRGN-Stammes innerhalb
von 28 Tagen nach dem Kontakt erfolgte. Auf diese Weise sollte vermieden
werden, dass beide beteiligten Patienten den Bakterienstamm bereits ambulant
erworben hatten und nur zufallig Kontakt hatten. Hierbei war es allerdings keine
Bedingung, dass dem Erstnachweis ein negativer Abstrich vorausgegangen
war, so dass eine Infektion oder Kolonisierung zu einem friheren Zeitpunkt
nicht sicher ausgeschlossen werden kann.

Insgesamt resultierte eine Auswahl von 103 E. coli-Isolaten aus den genannten
Kriterien. Von zwei Patienten (Patienten-ID 7 und 39) wurden weiterhin zwei
Isolate in der Auswertung eingeschlossen, die Unterschiede in der SNP-
Analyse zeigten und damit nicht klonal waren. Die Isolate wurden von 101 Pati-
enten auf 28 Stationen bzw. Ambulanzen gewonnen. Von einer Station
stammten Isolate von bis zu 26 Patienten. Fir die Isolate, die von der Station
mit den meisten eingeschlossenen Patienten stammten, konnte in der SNP-
und MLST-Analyse kein besonderer Zusammenhang gezeigt werden.

Die 34 untersuchten K. pneumoniae-Stamme wurden von 33 Patienten aus
acht Stationen bzw. Ambulanzen gewonnen. 20 der K. pneumoniae-Isolate
stammten von der neonatologischen Abteilung und wiesen den Resistenzpha-
notyp 2MRGN-NeoPad auf, die Ubrigen Isolate waren SMRGN-Stamme.

4.1.2 Ganzgenomsequenzierung

4.1.2.1 MLST-Analyse

Fir die untersuchten E. coli-Stamme ergab die MLST-Analyse eine Verteilung
auf 22 bekannte und zwei nicht identifizierbare bzw. unbekannte Sequenztypen.
ST131 war mit 43 Isolaten und einem prozentualen Anteil von 41,7 % aller un-
tersuchten MRGN-E. coli mit Abstand am haufigsten reprasentiert, gefolgt von
ST410 mit 11 enthaltenen Isolaten. In einer Arbeit von 2017 wurden ebenfalls
127 nosokomial gewonnene E. coli-Isolate untersucht, die eine Resistenz ge-
gen Cephalosporine der dritten Generation aufwiesen. Auch hier war ST131 mit

einem Anteil von 32,3 % aller untersuchten nosokomialen Isolate dominant, mit
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einigem Abstand gefolgt von ST410 und ST10. Es wurden auf3erdem Proben
ambulanter Populationen typisiert, die eine ahnliche Verteilung aufwiesen. Zu-
sammenfassend dominierte ST131 mit einem Gesamtanteil von 35,8 % aller
untersuchten Isolate und auch die Sequenztypen ST410, ST10 und ST38 wur-
den vergleichsweise haufig nachgewiesen (Pietsch et al., 2017). Diese
Verteilung ist kongruent mit den Sequenztypen der hier untersuchten

Stammauswahl.

4.1.2.2 SNP-Analyse

Die SNP-Analyse bildet die genetische Verwandtschaft der untersuchten E. coli-
Stamme in einer wesentlich hoheren Auflosung ab als die MLST-Bestimmung,
die lediglich auf sieben Genloci basiert. Auf der SNP-Analyse basierende Clus-
ter wurden bei einer Differenz von weniger als sieben SNPs definiert, was auch
der GroRenordnung des Cut-ofWertes in anderen Studien entspricht (Lee et
al., 2019; Treacy et al., 2019). Fir die untersuchten MRGN-E. coli ergab sich
ein heterogenes Bild mit sehr vielen Singletons (n = 80) und insgesamt kleinen
ClustergrofRen mit maximal vier zugehorigen Isolaten. Somit kommen auf Basis
der SNP-Analyse nur in den neun Clustern, die mindestens zwei Isolate enthal-
ten und somit mindestens zwei Patienten reprasentieren, Transmissionen
infrage. Potenzielle Ausbriiche oder Ubertragungen in Gruppen mit mehr als
vier Patienten konnten anhand der SNP-Analyse nicht festgestellt werden.

4.1.3 FTIR-Spektroskopie

Herausragende Vorteile der FTIR-Spektroskopie sind neben den geringen Kos-
ten die einfache Handhabung und die kurze Dauer der Durchfihrung (Novais et
al., 2019). Die Vorbereitung und Messung der bereits aufgetauten Proben nahm
ungefahr 26 bzw. 20 Stunden in Anspruch, die sich aus 24 bzw. 18 Stunden
Inkubation auf Columbia-Blutagar und circa zwei Stunden Vorbereitung bzw.
Erstellung der FTIR-Spektren zusammensetzen. Als Probenmaterial wurde le-
diglich eine Bakteriensuspension in Ethanol und destilliertem Wasser bendtigt,
eine Destruktion der Bakterienzellen ist fur die FTIR-Spektroskopie nicht erfor-
derlich (Naumann et al., 1991). Auf diese Weise wurde ein minimaler
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Arbeitsaufwand gewabhrleistet. Der fur die Erstellung der Spektren gewahlte
Transmissionsmodus ermoglicht die Analyse von mehreren Proben pro Mess-
durchgang und bietet einen guten Kontrast des detektierten Signals zum
Hintergrund, geht allerdings durch die nicht exakt reproduzierbare Befullung der
Probenfelder mit einer etwas groReren Variabilitat der Spektren einher (Novais
et al., 2019).

Basierend auf der Qualitatsprifung des IR Biotyper® Systems wurden drei
Messdurchgange wegen Qualitatsmangeln wiederholt. Die haufigste Ursache
fur qualitative Mangel stellte eine unzureichende Absorption dar, die in der Re-
gel durch eine zu geringe Konzentration der Bakteriensuspension verursacht
wurde und sich bei Wiederholung der Messung leicht korrigieren lie3. Die FTIR-
Spektroskopie zeigte sich somit in der Anwendung unkompliziert und robust, fur
die Durchfuhrung war kein spezifisch geschultes Fachpersonal erforderlich. Da
nur eine geringe Probenmenge bendtigt wurde, gelang die Messung auch bei
Bakterienstammen, die nur geringes Wachstum zeigten. Die Stabilitat der FTIR-
Spektren Uber verschiedene Kulturen eines Isolates bzw. verschiedene Mess-
durchlaufe hinweg zeigt sich in der Ubereinstimmung der Replikate von tber
88,0 %. Insgesamt konnten bei der Vorbereitung, Erstellung und Analyse der
FTIR-Spektren keine Unterschiede zwischen den Spezies E. coli und
K. pneumoniae festgestellt werden. Die genannten Werte befinden sich in der
gleichen GroRenordnung wie die Ubereinstimmung der in einer Publikation von
2018 untersuchten klinischen Klebsiellen-Isolate (Dinkelacker et al., 2018), was
fur eine konstant gute Reproduzierbarkeit der FTIR-Spektren spricht.

Die weitere Auswertung basierte auf der zweiten Ableitung der Spektren in der
Region mit einer Wellenzahl von 1300-800 cm-*, die sich im Wellenzahlbereich
der Polysaccharid- bzw. gemischten Region befindet. Diese Regionen ermdgli-
chen die praziseste Diskrimination von Bakterienstammen (Helm et al., 1991b).

Fiar die E. coli-lsolate wurde der Cut-off-Wert fur die Clusterzuteilung anhand
des ARI durch einen Vergleich mit den Referenzmethoden bestimmt, um eine
moglichst hohe Ubereinstimmung und optimale Vergleichbarkeit zu erreichen.
Die erreichten ARI fur beide Cut-off-Werte (74,0 % und 92,0 %) lagen um 0,4
und damit in einem Bereich eher geringer Ahnlichkeit der Methoden. Ein ARI
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von 1,0 entspricht einer vollstindigen Ubereinstimmung der Clustermethoden.
Bei der Bewertung des ARI muss beachtet werden, dass eine ungleichmafige
Verteilung der Sequenztypen in der Isolatauswahl einen hohen ARI zum Er-
gebnis haben kann, obwohl die Clustermethode unzureichend ist. Wenn die
FTIR-Clustereinteilung beispielsweise Isolate des dominanten ST131 korrekt
zuordnet, Isolate der anderen Sequenztypen dagegen nicht ausreichend diffe-
renzieren kann, resultiert durch den grofen Anteil von ST131-Stammen in der
Isolatauswahl ein hoher ARI, der die geringe Trennscharfe der Methode bei be-
stimmten Sequenztypen nicht widerspiegelt. Fur den Vergleich von FTIR-
Spektroskopie und SNP-Analyse fur die E. coli-Isolate erfolgte eine zusatzliche
Kalkulation ohne Isolate, die in der SNP-Analyse als Singletons klassifiziert
wurden, wodurch der ARI bei einem optimalen Cut-off-Wert von 88,0 % auf
0,670 erhoht werden konnte. Bei diesem zusatzlichen Vergleich wurden nur
Isolate berucksichtigt, denen basierend auf der SNP-Analyse potenzielle
Transmissionen zugrunde lagen. So sollte der Vergleich auf die aus kranken-
haushygienischer Sicht relevanten Isolate begrenzt werden. Zwar ist dieses
Vorgehen nicht fur die Routinediagnostik anwendbar, wenn die FTIR-
Spektroskopie als alleiniges Surveillance-Verfahren eingesetzt werden soll, al-
lerdings zeigt es, dass im Ausbruchsfall durch die hohe genetische Ahnlichkeit
der Isolate bzw. grol3e Anzahl an potenziellen Transmissionen eine bessere
Annaherung der FTIR-Typisierung an die Referenzmethode mdoglich sein konn-
te.

Fur die K. pneumoniae-Stamme wurde in einer Publikation von 2018 ein Cut-
off-Wert von 75,0 % etabliert und hier fur die Clustereinteilung zugrunde gelegt
(Dinkelacker et al., 2018). Im Vergleich zu den bei einem Cut-off-Wert von
74,0 % typisierten E. coli-lsolaten war der Anteil der Singletons fur die
K. pneumoniae-Isolate vergleichbar (24 % der E. coli-Isolate bzw. 21 % der
K. pneumoniae-lsolate), ebenso der Anteil des grofdten Clusters an der Ge-
samtzahl der Isolate (31 % der E. coli-Isolate bzw. 26 % der K. pneumoniae-
Isolate). Zusammenfassend konnten bei den FTIR-Clustereinteilungen der zwei

untersuchten Spezies keine wesentlichen Unterschiede beobachtet werden.
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Die K. pneumoniae-Clustereinteilung ahnelt den Ergebnissen der oben genann-
ten Publikation: Fur diese wurden 68 klinische Klebsiellen-Isolate untersucht,
die bei einem aquivalenten Cut-offWert von 75,0 % in 28 Cluster mit maximal
acht Isolaten eingeteilt wurden. Der Anteil der Singletons betrug (ahnlich unse-
ren Ergebnissen) 24 %. Zusatzlich wurde eine hohe Ubereinstimmung mit der
SNP-Phylogenie beobachtet (Dinkelacker et al., 2018). In einer Studie von 2020
wurden 18 ESBL-produzierende K. pneumoniae-Isolate von Neugeborenen und
ihren Muttern typisiert, die einem Ausbruch auf der neonatologischen Intensiv-
station entstammten. Bei einer Distanz von 0,037 als Cut-off-Wert (nach
eigener Berechnung entsprechend einer Ahnlichkeit der Spektren von 96,3 %)
zeigte sich ein dominanter Ausbruchsklon und sechs weitere kleine Cluster.
Diese Einteilung stimmte bis auf ein Isolat mit den mithilfe der Core Genome
MLST (cgMLST)-Analyse ermittelten Sequenztypen der Isolate Uberein, bei ei-
nem Cut-off-Wert von 0,046 (entsprechend 95,4 % Ahnlichkeit) konnte eine
vollstandige Ubereinstimmung der Einteilung erreicht werden (Rakovitsky et al.,
2020). Im Vergleich der beschriebenen Ergebnisse zeigt sich die weitaus enge-
re Verwandtschaft von Ausbruchs-Isolaten im Gegensatz zu Isolaten aus

Routineabstrichen.

4.1.3.1 \Vergleich von FTIR-Spektroskopie und MLST-Analyse

Die FTIR-Clustereinteilung bei einem Cut-off-Wert von 74,0 % wurde mit der
Einteilung in Sequenztypen auf Basis der Ganzgenomsequenzierung vergli-
chen. Hierbei konnte nicht immer eine eindeutige Zuordnung von FTIR-Clustern
zu Sequenztypen erfolgen. Der dominante Sequenztyp ST131 war zu 90,7 % in
den FTIR-Clustern 1 und 3 reprasentiert und fur einige kleinere Sequenztypen
(ST46, ST405, ST1193) stimmte die Einteilung vollstandig mit den FTIR-
Clustern Uberein. Bei anderen Sequenztypen (ST10, ST69, ST73) war keines
der enthaltenen Isolate im FTIR-Dendrogramm korrekt typisiert. Der ARI stellt
einen guten Indikator fiir die Ahnlichkeit der Clustereinteilungen dar: Bei einem
optimalen Cut-off-Wert von 74,0 % fur die FTIR-Cluster lag der ARI dennoch bei
einem vergleichsweise geringen Wert von 0,416. Durch die Anpassung des

Cut-offWerts konnten die Sequenztypen nur unzureichend im FTIR-
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Dendrogramm abgebildet werden, die Ubereinstimmung der Methoden hing
stark vom jeweiligen Sequenztyp ab.

Die variable Ubereinstimmung der einzelnen Sequenztypen mit der FTIR-
Typisierung wurde auch in einer Publikation von 2014 festgestellt: Bei der Ana-
lyse von 95 uropathogenen E. coli-Stammen konnte fur ST131-Stamme eine
hohe Ubereinstimmung erzielt werden (91 %), Isolate des ST10 und ST73 wur-
den lediglich in unter 40 % der Falle korrekt diskriminiert (Dawson et al., 2014).
Diese Prozentwerte bewegen sich in einer ahnlichen GroRenordnung wie die
Ubereinstimmung der hier untersuchten Isolate, was die Vermutung nahelegt,
dass es sich um ein stabiles Phanomen handelt. In einer Studie von 2013 konn-
te mithilfe der FTIR-Spektroskopie eine hundertprozentige Diskrimination von
ST131-Isolaten gegenuber Isolaten anderer Sequenztypen (u.a. ST69, ST405)
erreicht werden. Fur ST69- und ST405-Isolate wurde eine ahnlich gute Diskri-
mination gezeigt, was nur in Teilen den hier beschriebenen Ergebnissen
entspricht (Sousa et al., 2013).

Als mogliche Ursache fur die Sequenztyp-abhangige Genauigkeit der FTIR-
Typisierung wurde die bekannte phanotypische Variabilitat zwischen den
E. coli-Sequenztypen aufgefuhrt (Dawson et al., 2014). So ist beispielsweise fur
uropathogene Isolate vom Sequenztyp ST131 ein besonders hohes metaboli-
sches Potenzial und daraus folgend eine hohe Virulenz festgestellt worden, was
die klare Abgrenzung von ST131-Isolaten gegenuber anderen Sequenztypen
mit phanotypischen Methoden erklaren konnte (Gibreel et al., 2012). Auch in-
nerhalb der Sequenztypen (inklusive ST131) wurde eine grole phanotypische
und genotypische Diversitat beobachtet, beispielsweise bezuglich des Antibio-
tikaresistenz-Profils oder des O- und K-Antigenlocus (Clark et al., 2012;
Algasim et al., 2014). Die MLST-Analyse hat gemal} einem Review-Artikel von
2019 somit eine geringere Trennscharfe als die SNP-Analyse oder auch die
FTIR-Spektroskopie, was bei der Bewertung der hier gezeigten Ergebnisse be-
rucksichtigt werden sollte (Novais et al., 2019). In einer Publikation von 2013
zeigte sich, dass die FTIR-Spektroskopie Sequenztypen, die sich nur in einem
Allel unterschieden (Single Locus Variants, SLV), nicht differenzieren konnte.

Die Autorinnen und Autoren postulierten deshalb, dass die FTIR-Typisierung
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uber eine niedrigere Auflosung als die MLST-Analyse verfugt, und kamen zu
dem Schluss, dass die FTIR-Clustereinteilung ihrer Isolate zwar mit deren Se-
quenztypen und phylogenetischen Gruppen Ubereinstimmte, aber weder mit der
Einteilung mittels PFGE noch dem Antibiotikaresistenz-Profil oder den Virulenz-
genen korrelierte. Deshalb wurde in Betracht gezogen, dass die FTIR-
Spektroskopie andere, stabilere Merkmale der Bakterienstamme als die ge-
nannten Profile darstelle (vgl. Sousa et al., 2013). Merkmale, die durch die
FTIR-Spektroskopie abgebildet werden, sind beispielsweise Komponenten der
gramnegativen Zellwand oder der bakteriellen Kapsel wie die O- oder K-
Antigene (Helm et al., 1991D).

Zusammenfassend lasst sich sagen, dass die verschiedenen Sequenztypen
unterschiedlich gut im FTIR-Dendrogramm abgebildet werden. Die FTIR-
Spektroskopie scheint nach den hier beschriebenen Ergebnissen nicht in der
Lage, die MLST-Analyse zu ersetzen. In die Diskussion sollte allerdings auch
miteinbezogen werden, dass es sich bei der MLST-Analyse nicht um die Sur-
veillancemethode mit der hochsten Trennscharfe handelt. Der folgende
Vergleich mit der SNP-Analyse gibt mehr Aufschluss daruber, wie gut die FTIR-

Spektroskopie fur das Aufdecken von Klonalitat geeignet ist.

4.1.3.2 \Vergleich von FTIR-Spektroskopie und SNP-Analyse

Far den Vergleich mit der hochauflosenden SNP-Analyse wurde ein wesentlich
hoherer Cut-off-Wert von 92,0 % fur die FTIR-Clustereinteilung zugrunde ge-
legt. Die dominierenden SNP-Singletons waren zum Grofteil auch im FTIR-
Dendrogramm als Singletons abgebildet, allerdings waren nur zwei der SNP-
Cluster auch korrekt als FTIR-Cluster dargestellt. Der ermittelte ARI fur diese
FTIR-Clustereinteilung im Vergleich zu der SNP-Typisierung betragt 0,378, die
Sensitivitat und die Spezifitat liegen bei 0,015 bzw. 0,998. Hierin zeigt sich eine
unzureichende Ubereinstimmung mit der Referenzmethode, die FTIR-
Spektroskopie ist mit den hier verwendeten Voraussetzungen nicht in der Lage,
klonale Beziehungen mit ausreichender Trennscharfe abzubilden.

Bei Betrachtung der SNP-Cluster, die im FTIR-Dendrogramm ebenfalls als
Cluster definiert wurden (SNP-Cluster Nr. 4, 5, 8), fallt auf, dass diese zwar bei
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der MLST-Analyse demselben Sequenztypen zugeordnet wurden, dort aller-
dings nicht als einzelnes Cluster erkennbar waren, sondern Bestandteil eines
grolReren Sequenztypen (u.a. ST131) waren. Fur diese Isolate stellt die FTIR-
Analyse (bei einem Cut-off-Wert von 92,0 %) eine spezifischere Typisierungs-
methode als die MLST-Analyse dar.

Die unzureichende Studienlage zur FTIR-Spektroskopie mit der SNP-Analyse
als Referenz lasst fur E. coli-Stamme aktuell noch keinen Literaturvergleich zu,
allerdings liegen Untersuchungen verwandter Spezies vor: Bei Klebsiella spp.
zeigte die FTIR-Spektroskopie in Bezug auf die SNP-Phylogenie eine hohe
Trennscharfe, in einer Publikation von 2018 konnten tber 90 % der untersuch-
ten Isolate korrekt typisiert werden. Die Klebsiellen-Isolate stammten ebenfalls
aus Routineabstrichen und waren nicht an einen Ausbruch gebunden
(Dinkelacker et al., 2018). Die Typisierung von K. oxytoca-Stammen in einer
Arbeit von 2016 zeigte ebenfalls eine hohe Ubereinstimmung von FTIR, sowohl
mit der SNP-Analyse als auch mit MLST und PFGE (Dieckmann et al., 2016).
Bei der Untersuchung von Routine-Isolaten der Spezies Enterobacter cloacae
wurde im Vergleich mit der SNP-Analyse ein ARI von 0,818 erzielt, was einer
guten Ubereinstimmung der FTIR-Spektroskopie mit der Referenzmethode ent-
spricht. Zusatzlich wurden im Rahmen eines Ausbruchs 14 Enterobacter
cloacae-lsolate typisiert, wobei das FTIR-Dendrogramm vollstandig mit der
SNP-Phylogenie ubereinstimmte (Vogt et al., 2019).

Ein Review-Artikel von 2019 beschreibt mogliche Ursachen fur die variable Ge-
nauigkeit der FTIR-Spektroskopie in der Literatur (Novais et al., 2019): Ein
Faktor, der die Typisierungsergebnisse beeinflussen kann, ist die analysierte
Wellenzahl-Region. In den von Helm et al. definierten spektralen Fenstern wer-
den jeweils spezifische Stoffgruppen reprasentiert (Helm et al., 1991b), weshalb
beispielsweise fur die Typisierung des O-Antigens bevorzugt das Polysaccha-
rid-Fenster (1200-900 cm') ausgewertet wird (Beutin et al., 2007). Es ist
denkbar, dass die Ubereinstimmung mit der WGS-Typisierung auch vom analy-
sierten Wellenzahlbereich abhangig ist. Bei der Analyse des spektralen
Bereiches von 1500-900 cm™ wurde eine Ubereinstimmung von 100 % mit der
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MLST-Typisierung erreicht (Sousa et al., 2013), in einer weiteren Publikation
wurde hingegen der gesamte Wellenzahlbereich von 4000-600 cm™' ausgewer-
tet (Dawson et al., 2014). Fir E. coli O157:H7 wurden verschiedene spektrale
Fenster untersucht und fiir den Bereich von 1700-750 cm™ die einheitlichste
Klassifikation festgestellt (Davis et al., 2012). Fur die Typisierung von funf
E. coli-Stammen auf Basis ihrer Lipopolysaccharide wurde im Bereich von
1200-900 cm" die beste Diskrimination erreicht (Kim et al., 2006).

Neben der Wellenzahlregion beeinflusst die Auswahl des chemometrischen
Verfahrens den Erfolg der FTIR-Typisierung. Unuberwachte Methoden wie hie-
rarchische Clusteranalyse (HCA) und Hauptkomponentenanalyse (PCA) eignen
sich zur Diskrimination unbekannter Stamme. In dieser Arbeit wurde eine Vari-
ante der HCA, der UPGMA-Algorithmus, zur Clustererstellung eingesetzt.
Besteht bereits Vorwissen zu Stammen, kommen Uberwachte Methoden wie
Soft Independent Modelling of Class Analogy (SIMCA), Partial Least Square
Discriminant Analysis (PLS-DA) oder kunstliche neuronale Netzwerke (ANN)
zum Einsatz (Wenning und Scherer, 2013; Novais et al., 2019). Beim Vergleich
der HCA mit den Uberwachten Methoden SIMCA und PLS-DA wurde festge-
stellt, dass bei Analyse durch die HCA einzelne Isolate einem falschen
Sequenztyp zugeordnet wurden, wahrend die Uberwachten Methoden durchge-
hend eine Sensitivitat und Spezifitat von 100 % erreichten (Sousa et al., 2013).
Eine weitere Methode zur Clustererstellung ist die Principal Component-
Discriminant Function Analysis (PC-DFA), die auf einer PCA (unuberwacht) und
einer anschlieRenden Discriminant Function Analysis (DFA; Uberwacht) basiert.
Die PCA alleine konnte die einzelnen Sequenztypen nicht differenzieren, in
Kombination mit der DFA hingegen konnte eine klare Zuordnung zu Sequenz-
typen erfolgen, wofur zusatzlich eine getrennte Analyse einzelner Cluster
erforderlich war. Erganzend wurde eine PLS-DA durchgefuhrt, die die Sequenz-
typen von dem Modell unbekannten Isolaten vorhersagen sollte. Die
Genauigkeit der Vorhersagen war stark vom Sequenztyp des Isolates abhangig
und lag fur den ST131 bei Uber 90 % (Dawson et al., 2014). In der Studie von
2012 wurden Canonical Variate Analysis (CVA; uberwacht) und HCA (unuber-
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wacht) verglichen, wobei die HCA eine bessere Trennscharfe zeigte (Davis et
al., 2012).

Zuletzt werden in dem genannten Review-Artikel die unterschiedlichen Merkma-
le der ausgewahlten Isolate als Faktor erlautert, der zur Diversitat der FTIR-
Typisierungsergebnisse beitragt (Novais et al., 2019). Dazu zahlen beispiels-
weise die Anzahl der Stamme oder die Antibiotika-Empfindlichkeit, die
ausgewahlten Sequenztypen und phylogenetischen Gruppen oder die Virulenz-
faktoren der Isolate. Bei den hier untersuchten 103 Isolaten handelt es sich um
MRGN-Stamme. In eine Studie von 2013 wurden beispielsweise 88 Isolate der
phylogenetischen Gruppen B2 und D eingeschlossen, darunter Hochrisikoklone
und Mitglieder der Sequenztypen ST69, ST131, ST393 und ST405 (Sousa et
al., 2013). In einer Arbeit von 2014 wurden 95 uropathogene E. coli-Isolate der
haufigsten Sequenztypen (ST10, ST69, ST95, ST73, ST127 und ST131) unter-
sucht (Dawson et al., 2014), in einer weiteren Studie wurden 30 Shigatoxin-
produzierende E. coli O157:H7-Stamme typisiert (Davis et al., 2012). Die hier
aufgefuhrten Studien deuten an, wie die Heterogenitat der Stammauswahl die
Vergleichbarkeit der Ergebnisse erschweren kann.

4.1.4 Transmissionssurveillance mit verschiedenen Typisierungsmethoden

Aus den Aufenthaltsdaten der Patienten konnten mégliche Ubertragungswege
rekonstruiert werden. Fur die 101 Patienten, von denen die hier untersuchten
E. coli-Stamme isoliert wurden, ergaben sich insgesamt elf grolere Kontakt-
gruppen (n = 3-13), deren Patienten mit mindestens einem anderen
Gruppenmitglied Stationskontakt hatten, und 15 Kontaktpaare, wenn nur zwei
Patienten miteinander in Kontakt standen. Die Zimmerbelegung auf den einzel-
nen Stationen wurde nicht aufgeschlusselt. Weiterhin wurde nicht
bertcksichtigt, ob einzelne bereits vor dem Krankenhausaufenthalt kolonisierte
bzw. infizierte Patienten praventiv isoliert wurden, was jedoch die Ubertra-
gungswahrscheinlichkeit zu anderen Patienten auf derselben Station
beeinflussen konnte. Die Reproduktionsrate antibiotikaresistenter E. coli-
Stamme ist zwar nach Einschatzung der KRINKO im Krankenhaus relativ ge-

ring, allerdings fuhrt eine nosokomiale Infektion im Unterschied zu einer reinen
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Kolonisation zu einer erhohten Mortalitat (KRINKO, 2012), weshalb die Aufde-
ckung von Infektionsketten fur den Krankheitsverlauf insbesondere von
Risikopatienten entscheidend sein kann.

Fur die 33 Patienten, von denen die untersuchten K. pneumoniae-lsolate
stammen, ergaben sich neun Kontakt-Cluster mit funf groReren Patientengrup-
pen (n = 3-7). Fur Isolate von neonatologischen Stationen ergaben sich
deutlich mehr Patientenkontakte und damit mégliche Ubertragungswege als bei
den E. coli-Isolaten (z.B. Kontakt-Cluster Nr. 9). MRGN-Stamme der Spezies
K. pneumoniae verbreiten sich bevorzugt nosokomial und weisen aul3erhalb
eines Ausbruchgeschehens eher geringe Reproduktionsraten auf (Kola et al.,
2007; KRINKO, 2012). Besonders auf neonatologischen Intensivstationen
kommt es immer wieder zu Ausbruchen antibiotikaresistenter Klone (Corbella et
al., 2018; Chen et al., 2019; Rakovitsky et al., 2020).

Fir die E. coli-Isolate wurden die Informationen zu Patientenkontakten mit der
genetischen Phylogenie ihrer Isolate kombiniert, da die Epidemiologie allein
keinen Aufschluss ber Transmissionswege gibt. Die Moglichkeit einer Ubertra-
gung zwischen zwei Patienten besteht demnach, wenn die Patienten Kontakt
hatten und ihre Isolate klonal waren, also demselben SNP-Cluster zugeordnet
wurden. Das war bei funf Patientenpaaren aus vier SNP-Clustern der Fall. In
funf weiteren SNP-Clustern (mit mindestens zwei Isolaten) fand sich kein Pati-
entenkontakt und damit auch keine aus den bekannten Daten ersichtliche
Ubertragungsmaglichkeit. Hierbei kénnte es sich beispielsweise um in der Be-
volkerung verbreitete Klone handeln, die ohne Erstnachweis schon vor dem
Krankenhausaufenthalt vorlagen. Denn die Einschlusskriterien der Isolate se-
hen nicht vor, dass zu Beginn des Krankenhausaufenthaltes ein negativer
Kontrollabstrich vorliegen musste, weshalb eine ambulante Besiedelung der
Patienten nicht sicher ausgeschlossen werden kann. Auf3erdem ist denkbar,
dass Ubertragungen innerhalb des Klinikums auf durch die vorliegenden epi-
demiologischen Daten nicht erfassten Wegen erfolgt sind. In diesem
Zusammenhang aufschlussreich ware die Sequenzierung von lIsolaten aus

Routineabstrichen, die von Patienten ohne erfasste Kontakte stammen, um die
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Pravalenz von klonalen Isolaten in einer Kontrollgruppe zu beurteilen. Insge-
samt lieB® sich nur eine kleine Anzahl mdglicher Ubertragungen feststellen, es
lag kein Ausbruchsgeschehen vor.

Verschiedene Untersuchungen mikrobiologischer Routineabstriche in Kranken-
hausern bestatigen diese geringe Ubertragungsaktivitat: Bei der Untersuchung
von 24 Enterobacter cloacae-Isolaten aus Routineabstrichen von der Neugebo-
renen-Intensivstation wurden 18 SNP-Cluster ermittelt und wenig Anhalt fur
Ubertragungen gesehen (Vogt et al., 2019). Die Typisierung von 68 Klebsiellen-
Isolaten, die ebenfalls aus Routineabstrichen der Neugeborenen-Intensivstation
stammten, ergab 29 SNP-Cluster, die auf keine Ubertragungstatigkeit in gro-
Rem Malstab hinwiesen (Dinkelacker et al., 2018). In einer aus Israel
stammenden Studie wurde hingegen eine Ausbruchssituation auf einer Neuge-
borenen-Intensivstation beschrieben. Hier wurden 18 ESBL-produzierende
K. pneumoniae-lsolate typisiert und ein dominanter Klon sowie mehrere kleine
WGS-Cluster definiert (Rakovitsky et al., 2020). Zusammenfassend passen die
Ergebnisse unserer Transmissionssurveillance zur Studienlage fur Routine-
abstriche, die Ubertragungsaktivitat war, wie zu erwarten, sehr niedrig.

Die epidemiologischen Daten der E. coli-Isolate in Kombination mit der MLST-
Analyse konnten alle durch die SNP-Analyse bestatigten Ubertragungen dar-
stellen. Zusatzlich wurden 23 Ubertragungen falschlicherweise angenommen,
wobei es sich bevorzugt um Isolate des dominanten ST131 handelte. Durch die
hohe Pravalenz der betroffenen Sequenztypen ist eine Besiedelung unabhan-
gig von Kontakten innerhalb des Klinikums wahrscheinlich. Im Vergleich mit der
Anwendung der SNP-Analyse als Typisierungsmethode lasst sich zusammen-
fassend sagen, dass durch die MLST-Analyse haufig lIsolate demselben
Sequenztypen zugeordnet werden, ohne dass eine epidemiologische Basis da-
fur besteht. FUr das Erkennen der wenigen Transmissionen auf3erhalb eines
Ausbruchsgeschehens ist die MLST-Analyse somit nicht geeignet.

Fur die Bewertung der FTIR-Spektroskopie als Surveillance-Instrument ist vor
allem die Anzahl der korrekt angenommenen Ubertragungen aussagekraftig.
FUr die E. coli-Isolate gilt folgendes: Bei Kombination der epidemiologischen
Daten mit der FTIR-Spektroskopie (Cut-offWert bei 74,0 %) wurden vier von
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funf bestatigten Ubertragungen dargestellt. Neun Ubertragungen innerhalb der
grof3ten FTIR-Cluster (FTIR-Cluster Nr. 1 und 3) wurden falschlicherweise an-
genommen. Aus diesen Daten lasst sich entnehmen, dass bei einem Cut-off-
Wert von 74,0 % zwar ein ausreichender Nachweis der bestatigten Transmissi-
onen erfolgt, aber auch hier haufig Isolate ohne epidemiologische Grundlage
demselben FTIR-Cluster zugeordnet werden. Bei einem Cut-off-Wert von
92,0 % wurden drei von funf bestatigten Transmissionen und keine falschen
Ubertragungen angenommen. Bei einem Cut-off-Wert von 92,0 % typisiert die
FTIR-Spektroskopie somit zwar sehr spezifisch, allerdings besteht das Risiko
stattgefundene Ubertragungen zu tibersehen.

Diese Daten lassen eine zusammenfassende Bewertung der FTIR-
Spektroskopie in Hinblick auf die wichtigste Funktion einer Surveillancemethode
zu: Wie zuverlassig werden Transmissionen identifiziert? Es zeigt sich eindeu-
tig, dass der Cut-offfWert einen gro3en Einfluss auf die Qualitat der
Surveillance hat. Fur die in dieser Studie evaluierten Cut-off-Werte von 74,0
bzw. 92,0 % konnte nur eine unzureichende Identifikation von Ubertragungen
erfolgen. Allerdings sind Ubertragungswege zwischen nur zwei Patienten von
weniger groRem Interesse fiir die Kliniken als Ausbriiche mit Ubertragungen
innerhalb grofRer Patientengruppen. Es besteht die Moglichkeit, dass sich die
FTIR-Spektroskopie im Ausbruchsgeschehen deutlich besser eignet, um grol3e
Ubertragungscluster aufzudecken.

FUr eine mogliche Routineanwendung der FTIR-Spektroskopie muss der Cut-
off-Wert dem Zweck der Typisierung angepasst werden. Neben der Anwendung
als alleinige Surveillancemethode ist beispielsweise denkbar, die FTIR-
Spektroskopie zunachst mit einem eher niedrigen Cut-off-Wert als eine Metho-
de zur Vorauswahl derjenigen Bakterienstamme einzusetzen, die zur
genaueren Surveillance sequenziert werden. Auf diese Weise ware es moglich,
Kosten und Zeit zu sparen, indem die Sequenzierung nur bei Isolaten durchge-
fuhrt wird, bei denen mit einer gewissen Wahrscheinlichkeit eine Transmission
stattgefunden hat. Legt man fur diese Anwendung einen Cut-off-Wert von
74,0 % zugrunde, wurde auf Basis der hier dargestellten Daten eine von funf
Transmissionen ubersehen werden. Um den optimalen Cut-off-Wert fur die An-
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wendung zur Vorauswahl besser zu untersuchen, sind allerdings Studien mit

einer wesentlich gréBeren Ubertragungszahl notwendig.

Fiar die K. pneumoniae-Isolate konnten mithilfe der FTIR-Clustereinteilung 17
von 37 mogliche Transmissionen bestatigt werden, die sich bis auf zwei Aus-
nahmen auf neonatologische Patienten bezogen. Die Ubertragungen auf
neonatologischen Stationen scheinen besonders haufig zu sein, was auch
durch die nosokomiale Verbreitung von multiresistenten K. pneumoniae-
Stammen begrundet sein kann. Durch spezielle Risikofaktoren von Neugebore-
nen wie Fruhgeburtlichkeit, parenterale Ernahrung, das Vorhandensein von
Kathetern oder Antibiotikagabe konnen sich MRGN-Stamme in neonatologi-
schen Intensivstationen bevorzugt ausbreiten (Akturk et al., 2016; Chen et al.,
2019). Eine SNP-Analyse der untersuchten Isolate konnte genaueren Auf-
schluss uber eine mogliche Klonalitat der Isolate eines FTIR-Clusters und die
Reproduktionsraten der MRGN-Klebsiellen geben. Da hier keine SNP-Analyse
der Klebsiellen-Isolate durchgefuhrt wurde, lasst sich auch keine Aussage Uber
die Anzahl korrekt angenommener Transmissionen treffen. In einer Arbeit von
2018 zeigte sich jedoch bereits eine hohe Ubereinstimmung der FTIR-Cluster
mit der SNP-Phylogenie (Dinkelacker et al., 2018).

4.2 Einfluss von Nahrmedium und Inkubationszeit auf die FTIR-Spektren

4.2.1 Einfluss des Nahrmediums auf die FTIR-Spektren von E. coli-Isolaten

In verschiedenen Versuchsanordnungen konnte bisher gezeigt werden, dass
die Verwendung verschiedener nicht-selektiver Nahrboden keinen signifikanten
Einfluss auf die Reproduzierbarkeit von FTIR-Spektren hat (Helm et al., 1991b;
Lefier et al., 1997; Wenning et al., 2014). Die Kultivierung auf davon abwei-
chenden Nahrmedien schrankt hingegen die Vergleichbarkeit der auf
verschiedenen Nahrboden angezuchteten Isolate ein (van der Mei et al., 1996;
Grunert et al., 2013). In dieser Studie wurde der Einfluss mehrerer selektiver
und nicht-selektiver Nahrmedien (Brain-Heart-Infusion-Agar, CLED-Agar, Endo-
Agar, MacConkey-Agar, Muller-Hinton-Agar, Columbia-Blutagar) auf die FTIR-
Spektren untersucht. Im Vergleich mit Columbia-Blutagar, der hier als Stan-
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dardmedium verwendet wurde, zeigten die nicht-selektiven Nahrmedien Brain-
Heart-Infusion-Agar und Miller-Hinton-Agar die groBte Ubereinstimmung der
Spektren (> 84 %). Die selektiven Nahrmedien Endo-, MacConkey- und CLED-
Agar stimmten lediglich zu unter 70 % mit den durch Kultivierung auf Columbia-
Blutagar gewonnenen Spektren uberein.

Eine plausible Erklarung fur die Beeinflussung der Spektren durch das verwen-
dete Nahrmedium ist, dass die Inhaltsstoffe des Agars den Metabolismus und
damit auch die biochemische Zusammensetzung der Bakterien verandern. Da
die FTIR-Spektren alle Zellbestandteile widerspiegeln, werden auch sie durch
die Inhaltsstoffe des Nahrmediums beeinflusst. Es konnte gezeigt werden, dass
die FTIR-Spektren von Streptococcus mitis-Stammen nach Anzichtung auf
Trypton-Soya-Agar zwei zusatzliche Peaks aufwiesen, die auf das Auftreten
zusatzlicher amphiphiler Molekule hindeuten (van der Mei et al., 1996). Bei der
Typisierung von 84 Staphylococcus aureus-lsolaten anhand ihrer kapsularen
Polysaccharide wurde fur Trypton-Soya-Agar bei einer Inkubationstemperatur
von 30 °C die beste Diskrimination der Isolate festgestellt (Grunert et al., 2013).
In einer Studie von 2014 wurden 23 Isolate verschiedener Spezies typisiert und
fur nicht-selektive Nahrmedien eine nur moderate Abweichung der Identifikati-
onsrate gefunden. Fur selektive Nahrmedien allerdings zeigte sich eine
bedeutende Abweichung der Identifikationsrate auf Speziesebene von 55 %
(Wenning et al., 2014). Die gute Ubereinstimmung der FTIR-Spektren auf be-
stimmten nicht-selektiven Nahrboden konnte mit der ausgewahlten
Wellenzahlregion zusammenhangen: Auf das meist zur Typisierung von Bakte-
rienstammen  betrachtete  Polysaccharid-Fenster konnten die  Kultur-

bedingungen einen geringeren Einfluss haben (Novais et al., 2019).

4.2.2 Einfluss der Inkubationszeit auf die FTIR-Spektren von E. coli-Isolaten

Auch die Inkubationszeit kann in einem gewissen Rahmen variiert werden, oh-
ne dass die Reproduzierbarkeit der FTIR-Spektren signifikant reduziert wird
(Lefier et al., 1997; Wenning et al., 2014). Eine Abweichung von + 4 Stunden
wird als tolerabel beschrieben (Novais et al., 2019). Die hier untersuchten Isola-

te wurden in mehreren Versuchsanordnungen mit Inkubationszeiten von sechs
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bis 72 Stunden kultiviert. Die FTIR-Spektren der fur 16 bis 26 Stunden inkubier-
ten Isolate stimmten alle im Mittel dber 90% mit den unter
Standardbedingungen fur E. coli-Stamme (24 Stunden Inkubation auf Columbi-
a-Blutagar) gewonnenen Spektren uUberein. Diese Ergebnisse lassen darauf
schliel3en, dass eine Abweichung der Inkubationszeit in diesem Zeitraum tole-
rabel ist, um die Reproduzierbarkeit der FTIR-Spektren zu erhalten. Dieser
Spielraum vereinfacht die Durchfihrung der FTIR-Spektroskopie in der Routi-
nediagnostik stark, da der Inkubationszeitraum so besser in den Arbeitsablauf
eingebunden werden kann. Die Spektren nach acht bzw. 48 Stunden Inkubation
auf Columbia-Blutagar wiesen bereits eine malige Abweichung auf (78,8 bzw.
77,7 % Ubereinstimmung). Als unpraktikabel erwiesen sich die Inkubation fiir 72
Stunden auf Columbia-Blutagar und die Inkubation fur sechs und acht Stunden
auf Brain-Heart-Infusion-Agar, die alle eine Ubereinstimmung unter 70 % mit
den Standardbedingungen zeigten. Bemerkenswert war hierbei, dass die Spek-
tren nach 48 und 72 Stunden einander deutlich mehr ahnelten als die Spektren
nach 48 und 24 Stunden. Die Ubereinstimmung der Spektren scheint deshalb
nicht linear mit der Zeit abzunehmen. Eine mdgliche Erklarung fur die Abwei-
chung der Spektren ab 48 Stunden Inkubationszeit konnte die reduzierte
metabolische Aktivitat der Bakterien im Vergleich zu kurzer inkubierten Isolaten
sein. Im Bereich sehr langer Inkubationszeiten (ab 48 Stunden) verandern sich
die Spektren hingegen kaum, die metabolische Aktivitat fallt hier nicht mehr ins
Gewicht. Zusammenfassend lasst sich sagen, dass Inkubationszeiten im Zeit-
raum von 16 bis 26 Stunden fur die untersuchten MRGN-E. coli eine gute
Reproduzierbarkeit der FTIR-Spektren gewahrleisten, wahrend von einer star-
ken Verkurzung oder Verlangerung der Inkubationszeit abzuraten ist.

An Listerien-Stammen, deren Inkubationszeit von sechs bis 168 Stunden vari-
iert wurde, konnte gezeigt werden, dass die Ubereinstimmung mit den Spektren
anderer Inkubationszeiten am hochsten war, wenn die Inkubationszeit der Mo-
delldaten nahe der mittleren Inkubationszeit von 48 Stunden war. Insgesamt
erwiesen sich die untersuchten Isolate als relativ robust gegenuber einer Ver-
anderung der Wachstumsbedingungen (Lefier et al.,, 1997). Fur eine
Veranderung der Inkubationszeit von 24 Stunden auf 18 Stunden wurde kein
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Einfluss auf die FTIR-Spektren festgestellt, allerdings zeigte sich eine signifikant
verschlechterte Identifikationsrate bei einer Verlangerung auf 48 bzw. 72 Stun-
den, insbesondere bei sporenbildenden Spezies (Wenning et al., 2014). Diese
Ergebnisse bestatigen die hier beobachteten Veranderungen der Spektren und
die Einschatzung, dass geringe Abweichungen der Inkubationszeit die Repro-
duzierbarkeit der FTIR-Spektren nicht signifikant einschranken. Bei den hier
errechneten Werten fiir die Ubereinstimmung der Nahrmedien bzw. der Inkuba-
tionszeiten muss aulRerdem beachtet werden, dass jeweils die FTIR-
Summenspektren und nicht die daraus resultierende Clustereinteilung bei ei-
nem bestimmten Cut-offWert verglichen wurden. Es ist denkbar, dass die
Variation der Wachstumsbedingungen auf die Cluster einen geringeren, auch
vom jeweiligen Cut-off-Wert abhangigen Einfluss hat, so dass eine geringere
Ubereinstimmung der FTIR-Spektren fiir die Routineanwendung verkraftbar
ware. Zukunftige Studien sollten sich auch der Frage widmen, ob die hier ge-
wahlten Standardbedingungen fur E. coli-Stamme (Inkubation fur 24 Stunden
auf Columbia-Blutagar) uberhaupt optimal sind. Hierfir ware es sinnvoll, die
FTIR-Spektren unter verschiedenen Wachstumsbedingungen mit der SNP-
Typisierung zu vergleichen und die Bedingung mit der hochsten Ubereinstim-
mung als Referenz zu definieren. Allgemein finden sich in Studien zur FTIR-
Spektroskopie bei E. coli-Isolaten haufig Inkubationszeiten von 18 bis 24 Stun-
den, zum Teil werden andere nicht-selektive Nahrmedien wie Trypton-Soya-
Agar oder Mduller-Hinton-Agar verwendet (Kim et al., 2006; Davis et al., 2012;
Sousa et al., 2013; Wenning et al., 2014).

4.3 Fazit

In dieser Arbeit wurde die FTIR-Spektroskopie als Surveillancemethode zur
Subtypisierung von MRGN-E. coli- und MRGN-K. pneumoniae-Stammen einge-
setzt und die Trennscharfe und Reproduzierbarkeit der FTIR-Spektroskopie im
Vergleich zu den Referenzmethoden MLST- und SNP-Analyse evaluiert. Zu-
satzlich wurde der Einfluss des Nahrmediums und der Inkubationszeit auf die
FTIR-Spektren untersucht. Die Trennscharfe der FTIR-Spektroskopie war in
dieser Studie der SNP-Analyse als Methode zur Transmissionssurveillance un-
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terlegen. Bei einem Cut-off-Wert von 92,0 % zur FTIR-Typisierung der E. coli-
Isolate konnten lediglich drei der funf durch die SNP-Analyse bestatigten
Transmissionen in dem untersuchten Patientenkollektiv durch die FTIR-
Spektroskopie nachgewiesen werden. Die Ubereinstimmung der FTIR-
Clustereinteilung (Cut-off-Wert 74,0 %) mit der MLST-Analyse hing stark vom
Sequenztyp ab, die Sequenztypen wurden nur teilweise korrekt abgebildet. Die
Reproduzierbarkeit der FTIR-Spektren war fur beide untersuchten Spezies ge-
wahrleistet und wurde auch durch Einsatz verschiedener nicht-selektiver
Nahrmedien und Variation der Inkubationszeit um wenige Stunden nicht signifi-
kant reduziert.

Zusammenfassend lasst sich sagen, dass die FTIR-Spektroskopie einige Vor-
teile fur die Anwendung in der Routinediagnostik mit sich bringt: Die
Durchfuhrung ist unkompliziert und gut reproduzierbar, der Kosten- und Zeit-
aufwand ist unter anderem dank hoher Durchsatzraten denkbar gering. Auch
bei der Wahl der Wachstumsbedingungen ist die Methode robust und toleriert
Abweichungen der Inkubationszeit um wenige Stunden bzw. die Verwendung
verschiedener nicht-selektiver Nahrmedien. Eine Typisierung ist auch unterhalb
des Spezieslevels moglich. Auf der anderen Seite konnte die FTIR-
Spektroskopie in dieser Studie nicht die Trennscharfe der SNP-Analyse errei-
chen, eine zuverlassige Identifikation einzelner Transmissionen war nicht
gegeben. Die Sequenztypen wurden ebenfalls nur teilweise gut im FTIR-
Dendrogramm dargestellt. Die in der Literatur beobachtete Trennscharfe der
FTIR-Spektroskopie variiert in Abhangigkeit von der Isolatauswahl, den
chemometrischen Analysemethoden, dem ausgewerteten Wellenzahlbereich
oder dem epidemiologischen Hintergrund. Angesichts dieser Studienlage war
keine stabil mit der SNP-Analyse vergleichbare Trennscharfe zu erwarten. Fur
die Anwendung als Surveillancemethode ist aul3erdem in erster Linie die Detek-
tion von Ausbrichen relevant, weshalb nicht unbedingt die Trennscharfe der
SNP-Analyse erreicht werden muss. Der Einsatz der FTIR-Spektroskopie im
Ausbruchsgeschehen war jedoch nicht Gegenstand dieser Studie. Derzeit
mangelt es der FTIR-Spektroskopie auferdem noch an standardisierten Proto-
kollen und Referenzdatenbanken, die einen Vergleich der Spektren Uber
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mehrere Laboratorien hinweg ermdglichen. Insgesamt zeigten sich jedoch be-
reits vielversprechende Ergebnisse, die in Kombination mit einem verbesserten
Verstandnis des FTIR-Fingerabdrucks und optimierten Analyseverfahren in Zu-
kunft den Weg zur Routineanwendung der FTIR-Spektroskopie ebnen konnten.

4.4  Ausblick

Die Einsatzmdglichkeiten der FTIR-Spektroskopie sind breit gefachert und be-
inhalten, wie auch in dieser Studie gezeigt wurde, neben der Genus- und
Speziesebene auch die Typisierung von Bakterien auf Stammebene. Auch die
Zahl der bereits typisierten grampositiven und gramnegativen Bakterienspezies
ist gro® und deutet auf eine breite Anwendbarkeit der FTIR-Spektroskopie hin
(Quintelas et al., 2018; Novais et al., 2019). Im Vergleich zu MALDI-TOF Mas-
senspektrometrie, bei der es sich ebenfalls um eine phanotypische
Typisierungsmethode handelt, zeigte sich die FTIR-Spektroskopie zwar auf
Speziesebene unterlegen, allerdings scheint die Methode durch die Abbildung
der gesamten Zellzusammensetzung besser fur die Stammtypisierung geeignet
zu sein (Wenning et al., 2014; Dinkelacker et al., 2018). In einem Review-Artikel
wird zu bedenken gegeben, dass die FTIR-Spektroskopie bei der Stamm-
Typisierung immer auf die Manifestation von Zellveranderungen an den Ober-
flachenstrukturen angewiesen ist (Novais et al., 2019). Neben der
Unterscheidung einzelner Bakterienstamme ist auch die Einteilung anhand von
Oberflachenstrukturen in Serogruppen oder Kapselantigentypen mittels FTIR-
Spektroskopie denkbar (Novais et al., 2019). Ob die Methode auch fur die Tes-
tung von Antibiotika-Resistenzen geeignet ist, wurde bereits in mehreren
Studien untersucht (Bouhedja et al., 1997; Amiali et al., 2008; AlRabiah et al.,
2013). Als Surveillance-Methode kommt die FTIR-Spektroskopie zur Erkennung
und Uberwachung von mikrobiologischen Ubertragungswegen bis hin zu Aus-
brichen in Krankenhausern infrage. Viele Studien zeigen aullerdem das
Potenzial der FTIR-Spektroskopie in der Lebensmittelbranche zur Qualitatskon-
trolle und Aufdeckung von Verunreinigungen (Al-Qadiri et al., 2006; Davis et al.,
2010; Oelofse et al., 2010; Davis et al., 2012).
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5 Zusammenfassung

In dieser retrospektiven Arbeit wurde die FTIR-Spektroskopie als Methode zur
Transmissionssurveillance multiresistenter Erreger evaluiert. Hierfur wurde die
FTIR-Spektroskopie zur Subtypisierung von MRGN-Bakterienstammen der
Spezies E. coli und K. pneumoniae eingesetzt und hinsichtlich der Trennscharfe
und Reproduzierbarkeit der Typisierung mit den WGS-basierten Referenzme-
thoden SNP- und MLST-Analyse verglichen. Als zusatzliche Fragestellung
wurde der Einfluss der Inkubationszeit und des Nahrmediums auf die Reprodu-
zierbarkeit der FTIR-Spektren untersucht. Die Isolatauswahl erfolgte
retrospektiv und beschrankte sich auf MRGN-Stamme, die in der mikrobiologi-
schen Routinediagnostik gewonnen wurden. In die finale Auswertung wurden
103 E. coli-Isolate und 34 K. pneumoniae-lsolate einbezogen. Um potenziell
stattgehabte Ubertragungen erkennen zu kdénnen, wurden lediglich MRGN-
Isolate von Patienten mit gegenseitigem Kontakt in die Auswahl miteinbezogen.
Die SNP-Analyse stellt den aktuellen Goldstandard fur die Subtypisierung von
Bakterienstammen dar und bestatigte in Zusammenschau mit den Kontaktdaten
des Patientenkollektivs funf Transmissionen zwischen Patienten. Mittels FTIR-
Spektroskopie konnten bei einem Cut-off-Wert von 92,0 % lediglich drei der funf
bestatigten Transmissionen nachgewiesen werden. Somit konnte auf Basis der
FTIR-Spektroskopie keine vollstandige Transmissionssurveillance gewahrleistet
werden. Auf Basis der MLST-Analyse wurden wiederum 28 potenzielle Trans-
missionen angenommen, von denen lediglich funf Transmissionen durch die
SNP-Analyse bestatigt wurden. Die FTIR-Spektroskopie, fur die hier ein Cut-off-
Wert von 74,0 % zugrunde gelegt wurde, zeigte eine stark vom Sequenztyp
abhangige Ubereinstimmung mit der MLST-Analyse. Die verschiedenen Se-
quenztypen konnten nicht zuverlassig in der auf der FTIR-Spektroskopie
basierenden Typisierung abgebildet werden, der weit verbreitete ST131 kam
jedoch beispielsweise in der FTIR-Clustereinteilung gut zur Darstellung. Eine
mogliche Ursache stellt die phanotypische Heterogenitat der Sequenztypen dar.
Unter den hier gewahlten Standardbedingungen (Inkubation fur 24 Stunden auf
Columbia-Blutagar) konnte eine gute Reproduzierbarkeit der FTIR-Spektren
erreicht werden. Bei der Untersuchung des Nahrmediums zeigte sich eine hohe
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Vergleichbarkeit von Uber 80 % der verwendeten nicht-selektiven Nahrmedien
mit Columbia-Blutagar, wohingegen bei der Verwendung selektiver Nahrmedien
keine ausreichende Reproduzierbarkeit gewahrleistet werden konnte. Durch die
Verwendung verschiedener nicht-selektiver Nahrmedien ist der fur die Routine-
anwendung bedeutende Vergleich von FTIR-Spektren uber verschiedene
Laboratorien hinweg maoglich. Bei der Variation der Inkubationszeit zwischen 16
und 26 Stunden zeigte sich eine gute Reproduzierbarkeit der FTIR-Spektren mit
Uber 90 % Ubereinstimmung mit den Standardbedingungen (24 Stunden Inku-
bationszeit). Eine starkere Abweichung der Inkubationszeit wurde den
Typisierungsprozess mittels FTIR-Spektroskopie zwar vereinfachen, kann je-
doch keine ausreichende Vergleichbarkeit der Spektren gewahrleisten. Aktuell
liegen noch keine standardisierten Protokolle zur Durchfuhrung der FTIR-
Spektroskopie vor, die in Zukunft die Vergleichbarkeit der Spektren verschiede-
ner Laboratorien verbessern konnten.

Zusammenfassend zeigte sich eine unkomplizierte Durchfuhrung der FTIR-
Spektroskopie mit geringem Kosten- und Zeitaufwand sowie eine gute Repro-
duzierbarkeit der Ergebnisse, auch bei einer geringgradigen Variation der
Standardbedingungen. Die Typisierung der verwendeten Bakterienstdmme er-
folgte auch auf Subspeziesebene. Allerdings war es nicht moglich, einzelne
Transmissionen mit der FTIR-Spektroskopie zuverlassig zu identifizieren, die
Trennscharfe der SNP-Analyse wurde nicht erreicht. Die Studienlage hierzu ist
heterogen und zeigt in Abhangigkeit von der Isolatauswahl und der epidemiolo-
gischen Situation, den gewahlten chemometrischen Verfahren sowie dem
analysierten Wellenzahlbereich unterschiedliche Trennscharfen der FTIR-
Spektroskopie. In dieser Studie wurden Routine-Isolate aulierhalb eines Aus-
bruchsgeschehens verwendet, was die Anzahl der stattgehabten Transmis-
sionen vermindert. Der Einsatz der FTIR-Spektroskopie zur Transmissions-
surveillance dient jedoch in erster Linie der Detektion von Ausbrichen, weshalb
nicht zwingend die Trennscharfe der SNP-Analyse erreicht werden muss. Bei
einer weiteren Optimierung der Analysemethoden sowie der Entwicklung stan-
dardisierter Prozesse ist ein zukunftiger Einsatz der FTIR-Spektroskopie als

Routinemethode zur Transmissionssurveillance durchaus denkbar.
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Anhang

Zu Kapitel 3.1.2.2: MLST-Analyse
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Abbildung 15: Phylogenie der 103 E. coli-Isolate auf Grundlage der Core-Genom-basierten
SNP-Analyse. Anhand der SNP-Differenzen zwischen den Isolaten wurden Cluster defi-
niert, die als Klammern um die Isolate dargestellt sind. Die Zuteilung zu einem Cluster
erfolgte bei einer Differenz von weniger als sieben SNPs zwischen den enthaltenen Isola-
ten. Zusatzlich sind die Sequenztypen verschiedenfarbig dargestellt. Die Kennzeichnung
der Isolate erfolgte anhand der Isolat-ID.
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zu Kapitel 3.2.1: Einfluss des Nahrmediums auf die FTIR-Spektren der E. coli-
Isolate

Tabelle 16: Ahnlichkeit der Isolatspektren des Isolates MRGN4612 nach Inkubation auf
unterschiedlichen Nahrbéden [%]. Das Isolat wurde fiir 24 (+ 0,5) Stunden bei 37 °C auf
Brain-Heart-Infusion-Agar, CLED-Agar, Endo-Agar, MacConkey-Agar, Muller-Hinton-Agar
und Columbia-Blutagar inkubiert und im Anschluss jeweils mithilfe der FTIR-Spektroskopie
typisiert. Die FTIR-Spektren nach Inkubation auf den unterschiedlichen Nahrbéden wurden

summiert, verglichen und ihre prozentuale Ubereinstimmung errechnet.

Brain-Heart CLED Endo MacConkey Miiller-Hinton
CLED 70,4
Endo 74,8 83,0
MacConkey 27,6 47,3 39,5
Muller-Hinton 77,2 77,8 75,6 44,2
ColS+ 85,7 71,4 73,1 31,0 83,0

Tabelle 17: MRGN4617 — Ubereinstimmung der FTIR-Clustereinteilung nach Inkubation auf

verschiedenen Nahrboden [%].

Tabelle 18: MRGN4622-1 — Ubereinstimmung der FTIR-Clustereinteilung nach Inkubation

auf verschiedenen Nahrboden [%].

Tabelle 19: MRGN4622-2 — Ubereinstimmung der FTIR-Clustereinteilung nach Inkubation

auf verschiedenen Nahrboden [%].

Tabelle 20: MRGN4633 — Ubereinstimmung der FTIR-Clustereinteilung nach Inkubation auf

verschiedenen Nahrboden [%].

Tabelle 21: MRGN4651 — Ubereinstimmung der FTIR-Clustereinteilung nach Inkubation auf

verschiedenen Nahrboden [%].
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Tabelle 22: MRGN4652 — Ubereinstimmung der FTIR-Clustereinteilung nach Inkubation auf

verschiedenen Nahrboden [%].

Tabelle 23: MRGN4657-1 — Ubereinstimmung der FTIR-Clustereinteilung nach Inkubation

auf verschiedenen Nahrboden [%].

Tabelle 24: MRGN4657-2 — Ubereinstimmung der FTIR-Clustereinteilung nach Inkubation

auf verschiedenen Nahrboden [%].

Tabelle 25: MRGN4666 — Ubereinstimmung der FTIR-Clustereinteilung nach Inkubation auf

verschiedenen Nahrboden [%].

Tabelle 26: MRGN4669 — Ubereinstimmung der FTIR-Clustereinteilung nach Inkubation auf

verschiedenen Nahrboden [%].

zu Kapitel 3.2.2: Einfluss der Inkubationszeit auf die FTIR-Spektren der E. coli-
Isolate

Tabelle 27: MRGN5482 — Ahnlichkeit der Isolatspektren des Isolates MRGN5482 nach
Inkubation fiir sechs, acht und 24 Stunden auf Brain-Heart-Infusion-Agar bzw. fiir acht und
24 Stunden auf Columbia-Blutagar [%]. Das Isolat wurde bei 37 °C auf Columbia-Blutagar
inkubiert und im Anschluss jeweils mithilfe der FTIR-Spektroskopie typisiert. Die FTIR-
Spektren bei unterschiedlichen Inkubationszeiten wurden summiert, verglichen und ihre

prozentuale Ubereinstimmung errechnet.

6h Brain-Heart 8h Brain-Heart 24h Brain-Heart 8h ColS+

8h Brain-Heart 87,9

24h Brain-Heart 74,5 82,5

8h ColS+ 64,1 74,3 79,8

24h ColS+ 59,5 68,1 81,1 84,3
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Tabelle 28: MRGN5487 — Ubereinstimmung der FTIR-Clustereinteilung nach Inkubation fir
sechs, acht und 24 Stunden auf Brain-Heart-Infusion-Agar bzw. fir acht und 24 Stunden

auf Columbia-Blutagar [%].

6h Brain-Heart 8h Brain-Heart 24h Brain-Heart 8h ColS+

8h Brain-Heart 94,7

24h Brain-Heart 76,5 80,3

8h ColS+ 82,2 83,3 76,0

24h ColS+ 71,6 74,7 84,7 81,5

Tabelle 29: MRGN5508 — Ubereinstimmung der FTIR-Clustereinteilung nach Inkubation fir
sechs, acht und 24 Stunden auf Brain-Heart-Infusion-Agar bzw. fir acht und 24 Stunden

auf Columbia-Blutagar [%].

6h Brain-Heart 8h Brain-Heart 24h Brain-Heart 8h ColS+

8h Brain-Heart 88,9

24h Brain-Heart 76,8 75,0

8h ColS+ 80,0 741 82,5

24h ColS+ 63,2 59,5 81,0 77,9

Tabelle 30: MRGN5509 — Ubereinstimmung der FTIR-Clustereinteilung nach Inkubation fir
sechs, acht und 24 Stunden auf Brain-Heart-Infusion-Agar bzw. fir acht und 24 Stunden

auf Columbia-Blutagar [%].

6h Brain-Heart 8h Brain-Heart 24h Brain-Heart 8h ColS+

8h Brain-Heart 91,0

24h Brain-Heart 68,9 75,3

8h ColS+ 87,5 92,4 75,0

24h ColS+ 61,9 69,2 84,7 71,4

Tabelle 31: MRGN5487 — Ahnlichkeit der Isolatspektren des Isolates MRGN5487 nach
Inkubation fir 16, 18, 20, 22, 24 und 26 Stunden [%]. Das Isolat wurde bei 37 °C auf Co-
lumbia-Blutagar inkubiert und im Anschluss jeweils mithilfe der FTIR-Spektroskopie
typisiert. Die FTIR-Spektren bei unterschiedlichen Inkubationszeiten wurden summiert,

verglichen und ihre prozentuale Ubereinstimmung errechnet.
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Tabelle 32: MRGN5508 — Ubereinstimmung der FTIR-Clustereinteilung nach Inkubation fir
16, 18, 20, 22, 24 und 26 Stunden [%].

Tabelle 33: MRGN5509 — Ubereinstimmung der FTIR-Clustereinteilung nach Inkubation fir
16, 18, 20, 22, 24 und 26 Stunden [%].

Tabelle 34: MRGN5462 — Ahnlichkeit der Isolatspektren des Isolates MRGN5462 nach
Inkubation fir 24, 48 oder 72 Stunden [%]. Das Isolat wurde bei 37 °C auf Columbia-
Blutagar inkubiert und im Anschluss jeweils mithilfe der FTIR-Spektroskopie typisiert. Die
FTIR-Spektren bei unterschiedlichen Inkubationszeiten wurden summiert, verglichen und

ihre prozentuale Ubereinstimmung errechnet.

Tabelle 35: MRGN5477 — Ubereinstimmung der FTIR-Clustereinteilung nach Inkubation fir
24, 48 oder 72 Stunden [%].

Tabelle 36: MRGN5481 — Ubereinstimmung der FTIR-Clustereinteilung nach Inkubation fir
24, 48 oder 72 Stunden [%].

Tabelle 37: MRGN5482 — Ubereinstimmung der FTIR-Clustereinteilung nach Inkubation fir
24, 48 oder 72 Stunden [%].

Tabelle 38: MRGN5487 — Ubereinstimmung der FTIR-Clustereinteilung nach Inkubation fir
24, 48 oder 72 Stunden [%].
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Tabelle 39: MRGN5508 — Ubereinstimmung der FTIR-Clustereinteilung nach Inkubation fir
24, 48 oder 72 Stunden [%].

Tabelle 40: MRGN5509 — Ubereinstimmung der FTIR-Clustereinteilung nach Inkubation fir
24, 48 oder 72 Stunden [%].
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