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Zusammenfassung 

Multiresistente gramnegative Bakterien (MRGN) nehmen weltweit zu. Infektionen führen zu 

signifikant höherer Morbidität und Mortalität. Oft stehen nur noch wenige oder gar keine 

Antibiotika als Therapie zur Verfügung. Umso wichtiger ist es, die Transmission zu verhindern. 

Hierzu werden im Krankenhaus Screening- und Isolationsmaßnahmen eingesetzt. Das 

Screening auf MRGN-Erreger basiert aktuell auf der kulturellen, phänotypischen Testung und 

dauert bis zu 96 Stunden. In Zukunft könnte mittels molekularer Verfahren eine schnellere 

Diagnostik erfolgen. Ein vielversprechender Ansatz ist die metagenomische Whole Genome 

Sequenzierung. Dabei wird die gesamte DNA einer Patientenprobe sequenziert. Anschließend 

können die Sequenzdaten dazu genutzt werden, bakterielle Resistenzgene mithilfe 

bioinformatischer Datenbanken zu identifizieren und damit phänotypische 

Antibiotikaresistenzen vorherzusagen. 

Im Rahmen dieser Proof-of-Concept Studie wurden 54 Anal-Screeningabstriche auf diese 

Weise analysiert. Ziel war es, eine genotypische Spezies- und Resistenztestung vorzunehmen 

und das Ergebnis mit der kulturellen MRGN-Testung zu vergleichen. Hierzu wurde zunächst 

der Anteil humaner DNA in den Analabstrichen verringert, dann wurde die DNA extrahiert und 

schließlich sequenziert. Anschließend wurden die gewonnenen DNA-Sequenzen mit 

bioinformatischen Datenbanken abgeglichen, um die Bakterien zu identifizieren und nach 

Antibiotikaresistenzgenen zu suchen.  

Anhand der DNA-Sequenzen konnte die kulturell nachgewiesene Spezies in allen Proben 

identifiziert werden. Die phänotypisch nachgewiesenen Antibiotikaresistenzen wurden 

allerdings mithilfe der genotypischen Testung häufig überschätzt. Auch in Proben, in denen 

kulturell kein MRGN-Erreger nachgewiesen werden konnte, wurden mittels Sequenzierung 

zahlreiche, potenzielle MRGN-Erreger gefunden. Schwierigkeiten bei der Interpretation der 

nachgewiesenen Resistenzgene zeigten die Limitationen der Studie und der genotypischen 

Resistenztestung allgemein. 

Zusätzlich zu der Resistenzgenanalyse wurde das Mikrobiom der Analabstriche analysiert. Es 

konnte gezeigt werden, dass im Gegensatz zum physiologischen Mikrobiom Enterobacterales 

stark dominierten. Ein Alleinstellungsmerkmal der Studie war, zumindest in dieser 

Größenordnung, die Zuordnung der Resistenzgene zur Ursprungsspezies. Anhand der 

Resistenzgen flankierenden Regionen wurde diese mittels bioinformatischer Software und 

einer Datenbank ermittelt. Die Zuordnung auf Speziesebene gelang in 80,8 % der Fälle und 

ermöglichte die Analyse von Patientenproben mit einer bakteriellen Diversität. Bisherige 

Studien waren meist limitiert auf die Resistenzgenanalyse von Isolaten oder Patientenproben 

mit einem einzigen Erreger. 
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Summary (English) 

Multidrug resistant gram-negative rods (MRGN) are increasing worldwide. Infections lead to 

significant higher morbidity and mortality. Often there are almost no antibiotics available for 

therapy. Screening and isolation measures are used to prevent transmission. The MRGN 

screening is currently based on culture and phenotypic testing and can take up to 96 hours. 

In the future genotypic testing could allow faster identification of MRGN carriers. A promising 

technique is metagenomic whole genome sequencing. For this purpose DNA of a patient 

sample is sequenced. Afterwards the sequenced data can be analysed to identify resistance 

genes by alignment with bioinformatic databases to predict phenotypic antibiotic resistance. 

In this proof-of-concept study 54 anal-screening swabs were analysed this way. The aim was 

to perform a genotypic species and resistance testing and to compare the results with the 

results of conventional, cultural MRGN testing. Therefore, the sample was depleted of human 

DNA and the non-human DNA then extracted and sequenced. Next the sequences were 

aligned with bioinformatic databases to identify all obtained species and antibiotic resistance 

genes.  

Sequence analysis identified all of the species found by culture in all samples. Resistance 

genes were more often found than by phenotypic resistance testing. Even in samples, in which 

no phenotypic resistance was found, numerous potentially MRGN bacteria in the sequence 

data were identified. The difficulties of interpretation demonstrated the limitations of the study 

and genotypic resistance testing in general. 

Additionally, the microbiome of the anal-swabs was analysed and showed a significant 

domination of Enterobacterales compared to the usual physiogical microbiome. A unique 

feature of the study, at least at the scale implemented, was the attribution of resistance genes 

to species by analysing the resistance genes flanking regions. The attribution was successful 

in correlating the resistance gene with bacterial species in 80,8 % of cases. In contrast, 

previous studies were limited to a resistance gene analysis of isolates or patient samples with 

a single pathogen.  
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1 Einleitung 

1.1 Allgemein 

Die Entdeckung und industrielle Herstellung von Antibiotika im letzten Jahrhundert 

revolutionierte die Medizin und rettete Millionen von Leben. Aktuell bedrohen jedoch 

zunehmend Resistenzen die Wirksamkeit vieler Antibiotika. Weltweit könnten bis 2050 jährlich 

10 Millionen Menschen an multiresistenten Bakterien sterben, mehr als durch Krebs [1]. In 

Deutschland erkranken schon jetzt jährlich über 30.000 Patienten an einer nosokomialen 

Infektion mit multiresistenten Bakterien, von denen etwa 2000 versterben [2]. Wie Studien 

zeigen, führen Infektionen mit multiresistenten Bakterien sowohl zu signifikant höherer 

Morbidität und Mortalität als auch zu höheren Kosten für das Gesundheitssystem [3-5]. 

Besonders in den Fokus geraten multiresistente gramnegative Bakterien (MRGN), da hier oft 

nur noch wenige oder gar keine Antibiotika als Therapie zur Verfügung stehen [6]. 

Aus medizinischer und ökonomischer Sicht ist somit die Eindämmung der Verbreitung 

multiresistenter Bakterien von höchster Priorität. Wichtig hierfür ist eine verantwortungsvolle 

und gezielte Antibiotikatherapie, um die Selektion und Verbreitung von Resistenzen zu 

minimieren. Aber auch Screening-Maßnahmen sind wichtig, um frühzeitig eine Kolonisation 

mit multiresistenten Bakterien zu erkennen und durch Isolationsmaßnahmen eine nosokomiale 

Transmission zu verhindern. Beide Ansätze sind auf eine zuverlässige und möglichst rasche 

mikrobiologische Diagnostik angewiesen. 

Aktuell erfolgt die Spezies- und Resistenztestung durch kulturelle Verfahren. Dies dauert 

jedoch - bei schnell wachsenden Bakterien - in der Regel 24-72 Stunden [7]. In dieser Zeit 

erhalten Patienten mit akutem therapeutischem Handlungsbedarf eine kalkulierte, das heißt 

ungezielte, breite Antibiotikatherapie. In seltenen Fällen kann diese unwirksam sein oder durch 

das breit gewählte Wirkspektrum zu mehr Nebenwirkungen und zu erhöhtem Selektionsdruck 

führen. Im Hinblick auf Screening-Maßnahmen können, bis das Ergebnis vorliegt, kolonisierte, 

nicht isolierte Patienten den multiresistenten Erreger bereits übertragen, während präventiv 

isolierte, nicht kolonisierte Patienten in dieser Zeit unnötige Beeinträchtigungen haben und 

hohe Kosten verursachen [8]. Schnellere Testverfahren ohne kulturelle Anzüchtung werden 

dringend benötigt. 

Diese Dissertation beschäftigt sich mit der Spezies- und Resistenztestung mittels Whole 

Genome Sequenzierung direkt aus Patientenproben. Auf diese Weise könnte in Zukunft eine 

allumfassende und sehr schnelle mikrobiologische Diagnostik möglich sein.  

Da die Spezies- und Resistenztestung im Rahmen vieler verschiedener Indikationen und mit 

den unterschiedlichsten Probenarten durchgeführt wird, musste ein Anwendungsbereich und 

eine Probenart ausgewählt werden. Aufgrund der hohen Relevanz wurde die Entscheidung für 

die Analyse von Analabstrichen im Rahmen des Screenings auf MRGN-Erreger getroffen.  
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1.2 Antibiotika 

1928 entdeckte Alexander Fleming das Penicillin [9]. Seit dem wurden zahlreiche Antibiotika 

entdeckt und konnten so die menschliche Lebenserwartung einer Schätzung zufolge um 23 

Jahre erhöhen [10]. Der Selektionsdruck durch den massiven Einsatz in der Human- und 

Veterinärmedizin führt jedoch zu immer neuen resistenten Stämmen und macht die stetige 

Entwicklung neuer Antibiotika notwendig. Nachdem zwischen den 1980er Jahren und 2010 

jedes Jahr weniger neue Antibiotika zugelassen wurden, gibt es aktuell einen leichten 

Aufwärtstrend bei den Neuzulassungen durch die Food and Drug Administration (FDA) [11, 

12]. Dennoch warnt die Weltgesundheitsorganisation (WHO) vor einer Post-Antibiotika Ära 

[13]. Da es immer schwieriger wird, neue Antibiotika zu entwickeln, fokussieren sich Forscher 

vermehrt auf die Entdeckung neuer Adjuvantien, die die Wirkung existierender Antibiotika 

verstärken und die Wirkung auch in der Zukunft sicherstellen [14]. Auch werden zunehmend 

ältere Substanzen wie Colistin oder Fosfomycin als Reserveantibiotika zur Therapie von 

MRGN-Erregern eingesetzt [15]. Jedoch sind diese Substanzen häufig mit stärkeren 

Nebenwirkungen assoziiert [16]. 

Die meisten Antibiotika hemmen die Proteinbiosynthese an den Ribosomen oder behindern 

die Zellwandsynthese (u. a. Penicilline, Cephalosporine, Carbapeneme). Auch andere 

Stoffwechselwege, wie z. B. die Folsäuresynthese und die Replikation (u. a. Fluorchinolone) 

sind mögliche Angriffspunkte. Teilweise werden Antibiotika untereinander oder mit Adjuvantien 

wie Betalaktamaseinhibitoren kombiniert, um Resistenzmechanismen zu umgehen.  

1.3 Antibiotikaresistenzen 

Resistenzmechanismen sind bei Bakterien weit verbreitet und dienen in der Natur dem Schutz 

vor Schadstoffen und somit als Selektionsvorteil. Primäre, intrinsische bzw. natürliche 

Resistenzen sind speziesspezifische Eigenschaften, die eine angeborene Unempfindlichkeit 

gegen bestimmte Noxen, wie z. B. Antibiotika vermitteln. Sekundäre, extrinsische bzw. 

erworbene Resistenzen sind dagegen erst durch Mutationen oder horizontalen Gentransfer 

mittels Vektor (z. B. Plasmide) neu hinzugekommen. Überall dort, wo sich viele Bakterien auch 

aus verschiedenen Spezies versammeln, besteht eine erhöhte Chance für Gentransfer, so 

z. B. im Gastrointestinaltrakt, im Krankenhaus, aber auch in Kläranlagen [17, 18].  

Um ihre Wirkung zu entfalten, benötigen Antibiotika eine gewisse intrazelluläre 

Wirkstoffkonzentration. Dadurch ergeben sich zwei mögliche Wege für Bakterien, Resistenzen 

gegenüber Antibiotika zu entwickeln. Entweder sie senken die intrazelluläre 

Antibiotikakonzentration oder sie adaptieren sich an die erhöhte intrazelluläre 

Antibiotikakonzentration. Ersteres geschieht durch Inaktivierung (z. B. Betalaktamasen), 

chemische Veränderung (z. B. Phosphorylierung), Effluxpumpen, eine reduzierte 

Permeabilität (z. B. Porinverlust) oder Biofilmbildung. Letzteres durch Veränderungen an 

Zielstrukturen (z. B. verändertes Penicillin-bindendes Protein (PBP)), neue Zielstrukturen oder 
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Schutzproteine für Zielstrukturen. Die Regulation der Expression kann beide Wege 

unterstützen. 

1.4 Genetik 

Als Phänotyp wird die Merkmalsausprägung eines Organismus bezeichnet, hier die der 

Antibiotikaresistenzen. Der Phänotyp wird maßgeblich durch den Genotyp, also die 

zugrundeliegenden genetischen Eigenschaften bestimmt. Die Umwelt beeinflusst ebenfalls 

den Phänotyp, wobei die Art und Weise wie ein Organismus auf Umwelteinflüsse reagiert, 

wiederum durch den Genotyp festgelegt ist. 

Auf Ebene des Genotyps werden Antibiotikaresistenzen einerseits durch 

Antibiotikaresistenzgene (ARG) hervorgerufen, deren primäre Funktion die 

Resistenzvermittlung ist. Andererseits spielen (mutierte) Struktur- und Regulatorgene eine 

wichtige Rolle. Im Gegensatz zu Mutationen wird ab einer gewissen Häufigkeit einer 

Sequenzvariation (Allelfrequenz des varianten Allels > 1 %) von Genvarianten gesprochen 

[19]. Oft ist das Zusammenspiel mehrerer Gene für eine phänotypische Antibiotikaresistenz 

notwendig. Als Beispiele zu nennen sind Effluxpumpengene, die typischerweise nur für eine 

Untereinheit der späteren Effluxpumpe kodieren (z. B. mexA, mexB und oprM, für die 

Effluxpumpe MexAB-OprM) oder Gene für induzierbare Betalaktamasen (z. B. ampC), die 

maßgeblich durch Regulatorgene (z. B. ampR) beeinflusst werden [20-22]. Gene, die für eine 

Antibiotikaresistenz kodieren, können chromosomal oder auf mobilen genetischen Elementen 

wie Plasmiden vorliegen. 

1.5 Multiresistente gramnegative Bakterien (MRGN) 

Gramnegative Bakterien unterscheiden sich im Aufbau der Zellwand von grampositiven 

Bakterien. Dieser Unterschied ist auch namensgebend, da er die Differenzierung mittels 

Gramfärbung erlaubt. Gramnegative Bakterien werden von einer inneren Membran, einer 

dünnen Mureinschicht und ganz entscheidend von einer zusätzlichen äußeren Membran 

umgeben. Die äußere Membran enthält Porine für den Austausch lebensnotwendiger 

Substanzen, stellt jedoch gleichzeitig eine Barriere für viele Antibiotika dar. Die 

Barrierefunktion ist sehr komplex und Gegenstand vieler Forschungsarbeiten. Grob 

vereinfacht können hydrophile Antibiotika bis zu einer bestimmten Größe durch die Porine 

eindringen, während größere, lipophile Antibiotika meist nur langsam durch die Membran 

diffundieren und häufig keine ausreichenden Konzentrationen erreichen [23, 24]. Daneben 

enthält die äußere Membran gramnegativer Bakterien zahlreiche Effluxpumpen, die 

Fremdstoffe aktiv aus der Zelle befördern [25]. Die Barrierefunktion der äußeren Membran 

und die Effluxpumpen sorgen für eine Vielzahl von natürlichen Resistenzen. Kommen durch 

Mutationen oder Gentransfer weitere hinzu, stehen nur noch wenige oder gar keine Antibiotika 

für die Therapie zur Verfügung. 
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1.6 Konventionelle Spezies- und Resistenzdiagnostik 

Bei allen konventionellen Testverfahren wird zunächst eine Kultur angelegt. Dafür werden 

Patientenproben auf einem Medium, häufig einem Selektivmedium, ausgestrichen und unter 

optimalen Wachstumsbedingungen inkubiert, in der Regel für mindestens 24 Stunden. 

Anschließend wird anhand einer repräsentativen Kolonie eine Spezies- und Resistenztestung 

vorgenommen. Die Speziesidentifizierung erfolgt heutzutage häufig mittels 

massenspektrometrischer Verfahren.  

Resistenzen können phänotypisch über eine Wachstumshemmung nachgewiesen werden. 

Der Goldstandard ist die Bestimmung der minimalen Hemmkonzentration (MHK) mittels 

Antibiotikaverdünnungsreihe. Die MHK ist die Antibiotikakonzentration, bei der gerade noch 

ein bakterielles Wachstum verhindert wird [26]. Heutzutage ermöglichen moderne 

Testsysteme eine automatisierte und kostengünstige MHK-Testung mittels 

Verdünnungsreihen und photometrischen Ablesesystemen [27].  

1.7 Antibiogramm 

Antibiogramme listen die Resistenzen und Sensibilitäten eines untersuchten Erregers in Bezug 

auf alle getesteten Antibiotika auf. Die MHK ist für sich genommen wenig aussagekräftig, da 

sie stets in Bezug auf den untersuchten Erreger und das getestete Antibiotikum hin interpretiert 

werden muss. In Deutschland werden die MHK-Werte hierzu meist mit den durch das EUCAST 

(European Committee on Antimicrobial Susceptibility Testing) festgelegten Referenzwerten 

abgeglichen. Anhand von Breakpoints erfolgt die Einteilung in „S“ sensibel, „I“ sensibel bei 

erhöhter (Increased) Exposition und „R“ resistent. Die frühere Definition von „I“ als intermediär 

wurde am 01.01.2019 verlassen [28]. Hintergrund dieser klinisch relevanten Änderung ist die 

Tatsache, dass früher „I“ größtenteils zu „R“, das heißt nicht sensibel, gezählt wurde. Dadurch 

blieben Patienten Antibiotika vorenthalten, die ggf. bei höherer Dosierung gewirkt hätten. 

Außerdem wurden Erreger ggf. einer höheren MRGN-Kategorie zugeordnet. Die Breakpoints 

richten sich nach der bakteriellen Spezies und dem untersuchten Antibiotikum und 

berücksichtigen eine Vielzahl von Faktoren, wie z. B. die Pharmakokinetik des Antibiotikums. 

Sie werden fortwährend an die neusten wissenschaftlichen Erkenntnisse angepasst [29, 30]. 

Anhand des Antibiogramms können MRGN-Erreger klassifiziert werden. 

1.8 MRGN-Klassifikation 

Für die klinische Einschätzung epidemiologisch relevanter multiresistenter gramnegativer 

Erreger (A. baumanii-Komplex, P. aeruginosa, Enterobacterales) veröffentlichte die 

Kommission für Krankenhaushygiene und Infektionsprävention (KRINKO) 2012 die MRGN-

Klassifikation [31, 32]. Als 3MRGN gilt ein Erreger, wenn er gegen 3 der 4 definierten 

Leitsubstanzen Piperacillin (Acylureidopenicilline), Cefotaxim/Ceftazidim (Cephalosporine der 

3./4. Generation) und Ciprofloxacin (Fluorchinolone) phänotypisch resistent ist.  
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Als 4MRGN gilt ein Erreger, wenn er gegen alle 4 Leitantibiotika inklusive 

Imipenem/Meropenem (Carbapeneme) resistent ist. 

Neben der kulturellen Diagnostik wird im Rahmen des MRGN-Screenings eine 

Carbapenemase-PCR durchgeführt, falls sich in der kulturellen Testung eine erhöhte MHK bei 

den Carbapenemen zeigt. Bei Nachweis eines Carbapenemasegens wird ein Erreger 

ungeachtet der phänotypischen Testung immer als 4MRGN klassifiziert. Virulenzfaktoren und 

weitere Antibiotikaresistenzen werden in der MRGN-Klassifikation nicht berücksichtigt. Wenn 

ein Erreger gegen mindestens 3 Leitsubstanzen resistent ist, gilt er als multiresistent. Für eine 

bessere Lesbarkeit wurden im Folgenden Proben als MRGN-positiv (multiresistent) 

bezeichnet, in denen ein 3MRGN oder 4MRGN Erreger nachgewiesen werden konnte. 

Umgekehrt wurden Proben als MRGN-negativ (nicht multiresistent) bezeichnet, in denen nur 

Erreger nachgewiesen werden konnten, die gegen weniger als 3 Leitsubstanzen resistent 

waren. 

Die MRGN-Klassifikation findet hauptsächlich in Deutschland Verwendung. International 

werden resistente Bakterien häufig als MDR/XDR/PDR (multi-, extensively- and pan-drug 

resistant) beschrieben. Seit 2011 gibt es eine einheitliche Klassifikation [33]. Die hohe 

Komplexität erlaubt eine gute Vergleichbarkeit für wissenschaftlich-epidemiologische Studien, 

macht sie jedoch für den klinischen Einsatz ungeeignet. In Zukunft könnte sich eine 

einheitliche, genetische Klassifikation als hilfreich erweisen. 

1.9 MRGN-Screening 

Ziel des MRGN-Screenings ist die Früherkennung meist symptomlos kolonisierter Patienten, 

um durch Isolationsmaßnahmen die Transmission zu verhindern (Sekundärprävention). 

Verschiedene Faktoren erhöhen laut einer Studie die Wahrscheinlichkeit für eine Besiedlung 

mit MRGN-Erregern: eine Antibiotikatherapie in den letzten sechs Monaten, eine Kolonisation 

mit MRGN-Erreger in der Vergangenheit, ein vorheriger Krankenhausaufenthalt, eine Reise 

außerhalb Europas und eine Anti-Reflux-Therapie mit Antaziden oder 

Protonenpumpeninhibitoren in den letzten sechs Monaten [34]. 

Für MRGN-Erreger stellt der Gastrointestinaltrakt das wichtigste Reservoir im menschlichen 

Körper dar [35]. Im Idealfall müssten also Proben direkt aus dem Darmlumen bzw. aus 

Stuhlproben untersucht werden. Da diese jedoch nur schwer und unangenehm für den 

Patienten zu gewinnen sind, werden stellvertretend Abstriche von besonders häufig 

besiedelten und einfach zugänglichen Körperregionen genommen. Hierzu eignen sich 

insbesondere Perianal- und Rektalabstriche [36, 37]. Aber auch Abstriche von Achselhöhlen, 

Leisten und Nasopharynx können im Rahmen des MRGN-Screenings untersucht werden. 

Die Kolonisation mit multiresistenten Bakterien ist meist nicht vital bedrohlich, stellt aber einen 

Risikofaktor für komplizierte Verläufe nosokomialer Infektionen dar [38, 39]. Auch wenn der 
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betroffene Patient nicht selbst erkrankt, so muss die Transmission auf andere vulnerable 

Personen verhindert werden. Eine Studie konnte zeigen, dass Screening-Maßnahmen auf 

einer Intensivstation die Transmission signifikant senken konnten [40]. Abgesehen davon 

haben Screening-Maßnahmen auch eine therapeutische Bedeutung. Eine Studie zeigte, dass 

eine Bakteriämie auf einer Intensivstation zu 74,5 % von dem gleichen multiresistenten Keim 

ausging, der zuvor im Screening gefunden wurde [41]. Dies wiederum führte zu einer deutlich 

höheren Rate an initial zielgerichteten Antibiotikatherapien. Auch eine andere Studie zeigte 

ähnliche Ergebnisse für Patienten mit Sepsis und beatmungsassoziierter Pneumonie [42]. 

In Deutschland basiert das MRGN-Screening auf den Empfehlungen der KRINKO [32]. Da die 

Transmission von multiresistenten Krankenhauskeimen in der Regel über direkten Kontakt 

meist mit den Händen erfolgt, ist die Kontaktisolation das Mittel der Wahl bei kolonisierten 

Patienten. Auch die Universitätsklinik Düsseldorf orientiert sich bei den klinikinternen Leitlinien 

an den Empfehlungen der KRINKO. In Risikobereichen wie z. B. Intensivstationen werden 

Patienten mit 3MRGN und 4MRGN-Kolonisation isoliert, in allen anderen Bereichen nur 

4MRGN kolonisierte Patienten. Patienten mit Risikofaktoren für eine Kolonisation mit 

multiresistenten Bakterien bekommen ein initiales Screening bei der Aufnahme und werden 

isoliert, bis das Ergebnis vorliegt. Alle Patienten, die auf der Intensivstation oder der 

Intermediate Care Station liegen, bekommen ein initiales Screening bei der Aufnahme und 

werden wöchentlich erneut gescreent. Ein gehäuftes Auftreten von MRGN-Infektionen bei 

Patienten auf einer Station ist meldepflichtig. 

1.10 MRGN-Epidemiologie 

Es gibt verschiedene Herangehensweisen die Epidemiologie multiresistenter Erreger zu 

betrachten.  

1.10.1 Resistenzrate  

Die Resistenzrate betrachtet den Anteil resistenter Erreger bezogen auf alle Testungen 

derselben Spezies [35, 43]. Anhand der Resistenzrate kann die Wirksamkeit einer kalkulierten 

Antibiotikatherapie abgeschätzt werden. Die Resistenzraten unterscheiden sich in ihrer 

Dynamik je nach Spezies und getestetem Antibiotikum. Laut aktuellen Daten sind die 

Resistenzraten gegenüber Carbapenemen in Europa zwischen 2016 und 2020 bei E. coli 

(0,1 % auf 0,2 %), K. pneumoniae (8,4 % auf 10,0 %) und Acinetobacter spp. (37,1 % auf 

38,0 %) leicht gestiegen, während sie bei P. aeruginosa (20,1% auf 17,8%) leicht gefallen 

sind. Auch gibt es große regionale Unterschiede. Werden die Resistenzraten gegenüber 

Carbapenemen im gleichen Zeitraum in Deutschland betrachtet, so sind sie erfreulicherweise 

für E. coli (konstant bei 0,0 %), K. pneumonie (konstant bei 0,5 %), P. aeruginosa (14,5 % auf 

13,8 %) und Acinetobacter spp. (4,9 % auf 3,5 %) deutlich niedriger und es ist kein Anstieg zu 

beobachten [44]. Möglicherweise zeigen sich bereits erste Erfolge des seit 2012 von der 

KRINKO empfohlenen MRGN-Screenings. 
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1.10.2 Kolonisationsrate 

Die Kolonisationsrate gibt den Anteil einer Population an, der mit einem bestimmten Erreger 

kolonisiert ist [35]. Zur Kolonisationsrate von MRGN-Erregern im Speziellen finden sich keine 

Studien, da die Klassifikation überwiegend in Deutschland Verwendung findet. Um die 

Größenordnung der Kolonisationsrate von MRGN-Erregern bei Patienten in deutschen 

Krankenhäusern abzuschätzen, kann jedoch eine Studie aus dem Jahr 2016 dienen [34]. Hier 

betrug die Kolonisationsrate von Enterobacterales, die gegen Cephalosporine der dritten 

Generation resistent waren, 9,5 %. 

1.11 Dekolonisation von MRGN 

Während eine Dekolonisation bei MRSA (Methicillin-resistenter Staphylococcus aureus) 

möglich ist und praktiziert wird, ist eine Dekolonisation bei MRGN-Erregern aktuell nicht 

empfohlen [45, 46]. Ein systematisches Review kommt zu dem Schluss, dass eine 

Dekolonisationstherapie mit nicht absorbierbaren oralen Antibiotika (Colistin und/oder 

Aminoglykosiden) zwar kurzzeitig die Kolonisation reduziert, jedoch längerfristig keinen Effekt 

hat und sogar zusätzliche Resistenzen hervorruft [35, 47]. Da gramnegative Bakterien zum 

physiologischen Darmmikrobiom gehören, besteht bei MRGN-Kolonisation aktuell die einzige 

Möglichkeit darin, ein Überwachsen der resistenten Bakterien durch nicht resistente Bakterien 

abzuwarten, was mehrere Monate und länger dauern kann. Als wichtige Alternative für die 

Dekolonisation multiresistenter Darmbakterien wird vermehrt an Stuhltransplantationen 

geforscht, wie sie bereits in der Therapie schwerer Clostridioides difficile Infektionen zum 

Einsatz kommen. Der Erfolg bezüglich einer Eradikation multiresistenter gramnegativer 

Darmbakterien lag laut einer Metaanalyse jedoch nur bei 56,9 % [48].  

1.12 Genotypische Diagnostik 

Für eine schnellere Spezies- und Resistenztestung müssen Methoden verwendet werden, die 

keine kulturelle Anzucht benötigen. Dafür bieten sich genotypische Testverfahren an, die in 

der Lage sind, gezielt ARG nachzuweisen. Vereinfacht interpretieren die meisten dieser 

Testverfahren den Fund eines entsprechenden ARG als Resistenz und die Abwesenheit eines 

entsprechenden ARG als Sensibilität. PCR (Polymerase-Kettenreaktion) basierte Verfahren, 

sind in der Lage, einzelne definierte Gene nachzuweisen. Ein prominentes Beispiel ist die 

MRSA-PCR, bei der die SCCmec-Kasette nachgewiesen wird, ein mobiles genetisches 

Element, auf dem das mecA Gen lokalisiert ist, das für eine Methicillinresistenz kodiert [49]. 

Das Ergebnis ist noch am selben Tag verfügbar. Microarrays sind in der Lage eine Vielzahl 

von Genen gleichzeitig zu untersuchen. In Studien zeigten sie zum Teil gute Ergebnisse im 

Vergleich zur kulturellen Resistenztestung [50, 51]. Um jedoch das Resistom, also die 

Gesamtheit aller ARG des untersuchten Mikrobioms zu bestimmen, reicht die Suche nach 

einer definierten Anzahl von Genen nicht aus. 
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1.13 DNA-Sequenzierung 

Mittels DNA-Sequenzierung kann die Basenabfolge von beliebigen DNA-Molekülen bestimmt 

werden. Für eine umfangreiche, genotypische, mikrobiologische Diagnostik müssen alle Gene 

einer Probe sequenziert und analysiert werden. Dies ist nur möglich mittels metagenomischer 

Whole Genome Sequenzierung.  

Whole Genome Sequenzierung bezeichnet die Bestimmung der Basenabfolgen aller DNA-

Moleküle eines Genoms. Metagenomische Whole Genome Sequenzierung bezeichnet die 

Bestimmung der Basenabfolgen aller DNA-Moleküle aller Genome innerhalb einer definierten 

Umgebung.  

Zum weiteren Verständnis müssen einige bioinformatische Begriffe erklärt werden (Abb. 1). 

Ein Read ist ein kontinuierlich sequenziertes DNA-Fragment [52]. Die Read-Länge ist definiert 

durch die Anzahl an Basen eines Reads. DNA-Fragmente desselben genetischen Ursprungs, 

die sich in ihrer Sequenz überlappen, können zu sogenannten Contigs zusammengesetzt 

werden, um eine möglichst vollständige Rekonstruktion des Genoms zu ermöglichen [52]. Die 

Menge an Sequenzdaten wird in Basen, Kilobasen (Kb), Megabasen (Mb) bzw. Gigabasen 

(Gb) angegeben. Die Genomgröße wird in Basenpaaren, Kilobasenpaaren (Kbp), 

Megabasenpaaren (Mbp) bzw. Gigabasenpaaren (Gbp) angegeben. Die Coverage oder 

Sequenzierungstiefe ist definiert durch die Anzahl, wie oft eine Basenfolge im Durchschnitt 

sequenziert wurde [52]. Je höher die Coverage, desto verlässlicher ist das Ergebnis, da 

einzelne Fehler weniger ins Gewicht fallen. Bezogen auf ein 5 Mbp großes Genom kann bei 

50 Mb an Sequenzdaten durchschnittlich eine 10-fache Coverage erwartet werden, was 

bedeuten würde, dass jede Basenfolge des Genoms durchschnittlich 10 mal sequenziert 

wurde und somit auf durchschnittlich 10 Reads vorliegt.  

Die DNA-Sequenzierung wurde in den 1970er-Jahren erfunden [52]. 1977 sequenzierten 

Walter Gilber, Allen Maxam und Frederick Sanger das erste komplette Genom, einen 

Bakteriophagen [53]. Die erste Sequenzierung eines menschlichen Genoms im Rahmen des 

Humangenomprojekts dauerte 13 Jahre und wurde 2003 erfolgreich abgeschlossen [54]. 

Seitdem sind die Sequenzierungskosten stark gesunken, während der Durchsatz (Basen pro 

Sekunde), die Read-Länge und die Verfügbarkeit gestiegen sind. Um das Jahr 2000 kostete 

eine Sequenzierung des humanen Genoms noch über 100 Millionen Dollar, aktuell (2021) 

weniger als 1000 Dollar [55, 56]. 

Während First-Generation Sequenzierung (Sanger Sequenzierung, 1975-2005) eine mittlere 

Read-Länge und eine hohe Genauigkeit lieferte, war der Durchsatz sehr gering und die Kosten 

hoch [52, 57]. Second-Generation Sequenzierung (ab 2005, viele verschiedene Technologien, 

u. a. Sequencing-by-Synthesis) lieferte und liefert noch heute einen sehr hohen Durchsatz bei 

einer guten Genauigkeit mit deutlich geringeren Kosten, dafür ist die Read-Länge jedoch 
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relativ kurz und erfordert oft komplexe bioinformatische Assemblierungsstrategien [52, 57]. 

Third-Generation Sequenzierung (viele verschiedene Technologien, u. a. Nanopore ab 2012) 

liefert sehr lange Reads bei einem mittleren Durchsatz und moderater Genauigkeit [52, 57]. 

Davon abgesehen kann jedes einzelne DNA-Molekül analysiert werden, im Gegensatz zu 

Second-Generation Sequenzierung, bei der nur der Durchschnitt aller amplifizierten DNA-

Moleküle abgebildet wird [52]. 

 

 

 

 

 
 
Abb. 1: Bioinformatische Begriffe: Dargestellt ist ein Abschnitt einer DNA-Sequenz, der sich aus 
überlappenden, kontinuierlich sequenzierten Fragmenten (Reads) zusammensetzt (Contig). Die 
Coverage, also die Anzahl, wie oft eine Basenfolge an einer bestimmten Position sequenziert wurde, 
ist an drei Positionen beispielhaft angegeben. 

 

1.14 Bioinformatische Analyse  

Auch wenn die Read-Länge durch neue Sequenzierungsverfahren deutlich zugenommen hat, 

so erhält man dennoch nur Fragmente. Lange Reads können direkt mit Gendatenbanken 

abgeglichen werden und bei Übereinstimmung einem Gen zugeordnet werden. Dies 

ermöglicht eine einfache Analyse, die wenig Rechenleistung benötigt. Für sehr kurze Reads 

bietet sich die de-novo Assemblierung an, bei der zunächst Reads anhand von Überlappungen 

zu Contigs zusammengesetzt werden. Dies erfordert jedoch einen deutlich höheren Arbeits- 

und Rechenaufwand, da jeder einzelne Read mit jedem anderen Read verglichen werden 

muss. Besonders kurze Reads mit vielen Repeats, das heißt Wiederholungen von kurzen 

Basenfolgen, sind schwer zusammenzusetzen. Aus diesem Grund sind 

Sequenzierungstechniken, die lange Reads liefern, deutlich im Vorteil. 

1.15 Potenzielle Vorteile der sequenzierungsbasierten, genotypischen Testung 

Im Vergleich zur konventionellen Diagnostik ergeben sich bei der genotypischen Testung 

mittels metagenomischer Sequenzierung einige potenzielle Vorteile. So kann ein Ergebnis in 

einer wesentlich kürzeren Zeit ermittelt werden, bei Nanopore-Sequenzierung theoretisch 

sogar in Echtzeit [58-61]. Darüber hinaus könnten die kompletten Antibiotika-Resistenz-Profile 

nahezu aller in der Probe anwesenden Bakterien über die Sequenzdaten ermittelt werden, 

was kulturell nicht oder nur mit unmäßigem Aufwand möglich ist. Außerdem könnten 

Resistenzmechanismen aufgedeckt werden, die nicht zu einer phänotypischen Resistenz 

führen, da nicht alle Resistenzmechanismen, die in vivo ausgeprägt sind, in vitro über die 

3-fach 2-fach 1-fach 

 

Contig 

Read 
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üblichen Methoden nachweisbar sind. Die Sequenzierung könnte schließlich auch resistente 

Bakterien nachweisen, die kulturell nicht nachgewiesen wurden, da sie z. B. in einer zu 

geringen Menge vorlagen. Aktuell ist unklar, wie sensitiv die kulturelle Testung ist. 

1.16 Aktueller Stand der sequenzierungsbasierten, genotypischen Testung 

Genotypische Resistenztestungen mittels Sequenzierung werden derzeit noch größtenteils im 

Rahmen von Proof-of-Concept Studien durchgeführt und sind demensprechend schlecht 

miteinander vergleichbar. Unterschiede zwischen den Studien existieren hinsichtlich (1) der 

Probe (Probenart, untersuchte Erreger, Indikationen usw.), (2) dem DNA-

Extraktionsverfahren, (3) der möglichen Amplifikation bakterieller DNA bzw. der Abreicherung 

(Depletion) humaner DNA, (4) der genutzten Sequenzierungstechnologie, (5) der genutzten 

bioinformatischen Verfahren (Pipeline, Gendatenbanken, Interpretation usw.) und vieler 

weiterer Faktoren.  

Zur Erläuterung des aktuellen Forschungsstandes wird im Folgenden zwischen Studien 

unterschieden, die Isolate, also kulturell gewachsene Kolonien, sequenzierten und Studien, 

die direkt Patientenproben sequenzierten. 

Die Sequenzierung von Isolaten ist in der Regel um einiges einfacher, da üblicherweise nur 

ein Erreger vorhanden ist, bakterielle DNA im Überfluss vorliegt und keine humane DNA die 

Probe kontaminiert. Studien konnten mithilfe der Suche nach ARG in Isolaten bereits eine gute 

Übereinstimmung zur kulturellen Spezies- und Resistenztestung zeigen [62-65]. Dabei 

fokussierten sich die meisten Studien auf die Resistenzvorhersage einer bestimmten Spezies 

und legten mit Hilfe von Gendatenbanken oder Literaturrecherchen Markergene fest. Die 

Sequenzierung aus Isolaten bietet jedoch häufig keinen Zeitvorteil.  

Eine kulturunabhängige und schnellere Diagnostik ist nur mit metagenomischer 

Sequenzierung direkt aus Patientenproben möglich. Hier ergeben sich Schwierigkeiten 

hinsichtlich der (1) bakteriellen Diversität, (2) der zum Teil geringen Mengen an bakterieller 

DNA und (3) der teilweise hohen Menge an humaner DNA. Die hohe bakterielle Diversität führt 

dazu, dass wesentlich mehr Sequenzdaten benötigt werden, um möglichst viele der 

vorhandenen Spezies mit einer ausreichenden Coverage zu sequenzieren. Außerdem macht 

die hohe bakterielle Diversität eine Zuordnung der ARG zur Ursprungsspezies erforderlich. 

Bei Isolaten, die in der Regel nur Zellen einer Spezies enthalten, kann dagegen davon 

ausgegangen werden, dass alle gefundenen ARG dieser Spezies zugehören. Studien, die 

metagenomische Proben auf Resistenzen untersuchten, sind weniger zahlreich und nehmen 

größtenteils starke „Vereinfachungen“ vor. In Studien wurde beispielsweise besonders Urin 

gerne untersucht, da dieser vergleichsweise viel bakterielle DNA, wenig humane DNA und im 

Falle eines Harnwegsinfekts in der Regel nur eine Bakterienart enthält [59, 60]. Aber auch 

Proben aus dem Respirationstrakt, die viel humane DNA enthalten, wurden bereits 
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metagenomisch untersucht, jedoch ohne Zuordnung der ARG [61]. Ebenso wurden die ARG 

von M. tuberculosis in Sputum Proben analysiert, jedoch mit vorheriger gezielter Amplifikation 

der M. tuberculosis Gene [66]. Studien zur metagenomischen Resistenzvorhersage aus 

Proben, die eine hohe Diversität aufwiesen, existieren kaum. Einige Studien untersuchten 

zwar das Metagenom von Stuhlproben auf ARG, jedoch ohne Zuordnung dieser [67, 68]. 

Lediglich eine aktuelle Studie untersuchte Darmmikrobiota und nahm erfolgreich eine 

Zuordnung von ARG vor [58]. Die Genauigkeit der Resistenzvorhersage aus 

metagenomischen Proben ist bislang trotz „Vereinfachungen“ in den meisten Studien 

schlechter als die aus Isolaten. Studien, die keine „Vereinfachungen“ vornahmen und eine 

universelle, metagenomische Resistenztestung aus beliebigen Probenspezimen zeigten, 

existieren bislang nicht.  

Nach aktuellem Forschungsstand gibt es bislang auch keine Studien zur metagenomischen 

Spezies- und Resistenzvorhersage aus Analabstrichen, insbesondere nicht im Hinblick auf 

Screeningabstriche und eine ARG Zuordnung.   
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1.17 Ziele der Arbeit 

In der durchgeführten Proof-of-Concept Studie sollen Analabstriche und zusätzlich daraus 

gewonnene bakterielle Isolate mithilfe metagenomischer Nanopore-Sequenzierung auf die 

Präsenz von MRGN-Erregern untersucht werden. 

Um den relativen Anteil nicht humaner DNA zu erhöhen, soll zunächst die humane DNA 

abgereichert (depletiert) werden, die oftmals in Patientenproben vorherrscht [69]. 

Anschließend soll die verbleibende nicht humane DNA isoliert und sequenziert werden. 

Methodisch soll die extrahierbare DNA-Menge sowie die daraus generierbare Menge an 

Sequenzdaten evaluiert werden. 

Um eine metagenomische Speziesdiagnostik zu ermöglichen, sollen alle DNA-Sequenzen 

(Reads) mithilfe einer bioinformatischen Datenbank taxonomisch zugeordnet werden. Anhand 

dessen soll überprüft werden, ob die kulturell nachgewiesene Spezies auch metagenomisch 

nachweisbar ist und welchen Anteil der Probe diese ausmacht. Um zu überprüfen, wie gut die 

Depletion humaner DNA funktioniert, soll der Anteil verbliebener humaner Reads betrachtet 

werden. Außerdem soll die Zusammensetzung des Mikrobioms untersucht werden. Anhand 

der Menge an Sequenzdaten und des Anteils der kulturell nachgewiesenen Spezies soll 

abgeschätzt werden, ob eine ausreichende Coverage erreicht wurde. 

Um eine metagenomische Resistenztestung vorzunehmen, sollen alle Reads mithilfe einer 

ARG-Datenbank nach möglichen ARG durchsucht werden. MRGN-positive und MRGN-

negative Proben sollen hinsichtlich möglicher Unterschiede analysiert werden. Ebenso sollen 

die Resistenzmechanismen der ARG untersucht werden. 

Die ARG sollen dann mithilfe einer bioinformatischen Software anhand der flankierenden 

Regionen der Ursprungsspezies zugeordnet werden. Die Zuordnung soll die gezielte 

Zuweisung der ARG der kulturell nachgewiesenen Spezies in MRGN-Proben ermöglichen. 

Anhand der ARG-Datenbank soll eine Auswertungsregel formuliert werden, die eine möglichst 

gute Unterscheidung zwischen sensiblen und resistenten Erregern ermöglicht. Auf dieser 

Basis soll ein Vergleich mit der phänotypischen Testung gezogen werden. Anschließend soll 

in kulturell MRGN-negativen Proben per Sequenzierung nach potenziellen MRGN-Erregern 

gesucht werden, die eventuell durch die kulturelle Testung übersehen wurden. Da die 

bioinformatische Software für die Zuordnung der ARG zur Ursprungsspezies das erste Mal in 

dieser Studie angewendet wird, soll außerdem die Zuordnungsquote und Genauigkeit der 

Spezieszuordnung überprüft werden.  

Zuletzt soll die Übereinstimmung zwischen den metagenomischen Proben und den Isolaten 

evaluiert werden. Hierzu soll überprüft werden, ob alle in den Isolaten gefundenen ARG auch 

in den metagenomischen Proben zu finden sind.  
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2 Material und Methoden 

2.1 Materialien 

2.1.1 Kulturelle Diagnostik 

COS Agar      bioMérieux, Frankreich 

WASPLab - Walk Away Specimen Processor bioMérieux, Deutschland 

VITEK MS Massenspektrometer   bioMérieux, Deutschland 

VITEK 2 XL bioMérieux, Deutschland 

CHROMagar KPC/CHROMagar ESBL Fertigpl.  Mast Group, Deutschland 

Impfschlingen 10µl     Sarstedt, Deutschland 

HERA safe KS 18 Sicherheitswerkbank  Thermo Scientific, Deutschland 

Brutraum 36-37°C 

 

2.1.2 Human DNA-Depletion und DNA-Isolation 

Eppendorf Research plus 0,5-10µl   Eppendorf, Deutschland 

Eppendorf Research plus 10-100µl   Eppendorf, Deutschland 

Eppendorf Research plus 100-1000µl  Eppendorf, Deutschland 

Eppendorf ThermoMixer C    Eppendorf, Deutschland 

Eppendorf Centrifuge 5417R, F45-30-11  Eppendorf, Deutschland 

Eppendorf Mastercycler personal   Eppendorf, Deutschland 

DPBS (1X) 500ml, Phosphate Buffered Saline gibco, Life Technologies Limited, UK 

BBD 6220 CO2 Incubator, 220 L   Heraeus Thermo Scientific, USA 

UltraPure Distilled Water DNase/RNase Free Invitrogen by life technologies, UK 

HulaMixer Ssample Mixer    Invitrogen by Thermo Fisher Scientific, Norwegen 

Qubit 3 Fluorometer     Invitrogen by Thermo Fisher Scientific, Norwegen 

Qubit 1X dsDNA HS Working Solution 250ml Invitrogen by Thermo Fisher Scientific, Norwegen 

Qubit assay tubes     Invitrogen by Thermo Fisher Scientific, Norwegen 

Copan eSwab      Mast Diagnostica GmbH, Deutschland 

HERAfreeze      Thermo Scientific, USA 
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NanoDrop 1000     Thermo Scientific, USA 

Reagiergefäß 1,5 ml DNA LowBind   SARSTEDT AG & Co. KG, Deutschland 

Vortex Genie 2 Digital, 2850 UpM   Scientific Industries, USA 

TipOne 1000µl Filter Sterile    STARLAB INT. GmbH, Deutschland 

TipOne 200µl Filter Sterile    STARLAB INT. GmbH, Deutschland 

TipOne 10µl Filter Sterile    STARLAB INT. GmbH, Deutschland 

HostZERO Microbial DNA Kit   Zymo Research, USA 

Reagenzglas-Vortex-Schüttler   VVR International, Deutschland 

VWR Analog Heatblock    VVR, USA 

VWR Galaxy MiniStar silverline   VVR, USA 

 

2.1.3 Sequenzierung 

Ligation Sequencing Kit (SQK-LSK109)  Oxford Nanopore Technologies, UK 

Native Barcoding Expansion 1-12 (EXP-NBD104)  Oxford Nanopore Technologies, UK 

Native Barcoding Expansion 13-24 (EXP-NBD114) Oxford Nanopore Technologies, UK 

PromethION Flow Cell (FLO-PRO002)  Oxford Nanopore Technologies, UK 

MinION Flow Cell (FLO-MIN106D)   Oxford Nanopore Technologies, UK 

PromethION 24     Oxford Nanopore Technologies, UK 

 MinION      Oxford Nanopore Technologies, UK 

 

2.1.4 Bioinformatische Auswertung 

Bioinformatische Software für die ARG Zuordnung Prof. Dr. Alexander Dilthey, Deutschland 

Kraken 2      Johns Hopkins University, USA 

CARD       McMaster University, Kanada 

Microsoft Excel 2019     Microsoft Corporation, USA  

Guppy Basecaller 4.0.15    Oxford Nanopore Technologies, UK 
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2.2 Methoden 

Abb. 2 zeigt eine Übersicht der Probenverarbeitung im Rahmen der kulturellen 

Routinediagnostik und der bioinformatischen Pipeline. Die genaue Methodik wird im 

Folgenden detailliert erläutert. 

 

Abb. 2: Arbeitsabläufe: Zusammenfassend dargestellt sind die Abläufe im Rahmen der 
konventionellen, kulturellen Testung (oben) und der bioinformatischen Pipeline (unten). 

 

2.2.1 Probengewinnung 

Es wurde Probenmaterial aus Analabstrichen des Universitätsklinikums Düsseldorf verwendet, 

die im Rahmen des MRGN-Screenings zwischen Juli und November 2020 eingesandt wurden. 

Die Abstriche wurden nach der Entnahme bei 7 °C gelagert und innerhalb von 7 Tagen 

weiterverarbeitet. Anzumerken ist, dass die Begriffe Anal-, Perianal- und Rektalabstriche als 

Synonym verwendet wurden, da die Proben von zahlreichen Klinikern abgenommen wurden 

und die genaue Art und Weise des Abstriches nicht rekonstruierbar war.  

Die Studie wurde durch die Ethikkommission der Heinrich-Heine-Universität Düsseldorf 

(Referenznummer: 2020-925) bewilligt. Bedingung war, dass alle Patienten zuvor ausführlich 

aufgeklärt wurden und schriftlich einwilligten. 

Von insgesamt 214 gescreenten Patienten wurden 79 Patienten eingeschlossen (36,9 %). Von 

den übrigen 135 Patienten waren 58 Patienten nicht verfügbar aufgrund von Entlassung, 

Verlegung, Abwesenheit, Unterbringungen in Corona-Isolationszonen oder Tod während des 

Krankenhausaufenthaltes. 34 Patienten waren nicht einwilligungsfähig aufgrund von 

Sprachbarrieren, Beatmung, Sedierung, Demenz, Somnolenz, Minderjährigkeit oder 

motorischen Problemen, die eine Unterschrift unmöglich machten. 10 Proben waren bei 

Einwilligung schon über 7 Tage alt oder vernichtet. Die Gründe der verbleibenden 30 Patienten 
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wurden während der Frühphase der Studie nicht erfasst. Nahezu alle Patienten befanden sich 

währende der Probenentnahme auf der Intermediate Care oder Intensivstation.  

Insgesamt wurden 32 MRGN-positive und 37 MRGN-negative Analabstriche gesammelt. Die 

Proben der übrigen 10 Patienten wurden für ein anderes Projekt verwendet. Von den 32 

MRGN-positiven Proben wurden 5 ausgeschlossen (4 enthielten weniger als 21,1 ng DNA, 

von einer Probe wurden mehrere Isolate angefertigt und fälschlicherweise das Isolat eines 

MRGN-negativen Erregers sequenziert). Von den 37 MRGN-negativen Proben wurden 10 

Proben ausgeschlossen (9 enthielten weniger als 14,4 ng DNA, 1 Probe war fälschlicherweise 

MRGN-positiv). Für die Auswertung verblieben 27 MRGN-positive Proben (P01-P27) und 27 

MRGN-negative Proben (N01-N27). Von den MRGN-positiven Proben wurden außerdem 

Isolate (I01-I27) gesammelt. 

2.2.2 Kulturelle Routinediagnostik 

Die kulturelle Diagnostik erfolgte im Rahmen der mikrobiologischen Routinediagnostik. Die 

Screeningabstriche wurden zunächst auf Selektivmedium ausgestrichen. Dieses enthielt 

Antibiotika und Chromogene zur Vorselektion. Nach 24 Stunden Inkubationszeit erfolgte die 

Untersuchung. Falls sich kein Wachstum zeigte, wurde die Probe als MRGN-negativ ohne 

kulturell nachweisbaren Erreger klassifiziert. Falls sich ein Wachstum zeigte, wurde der 

Erreger anhand einer repräsentativen Kolonie mittels Vitek MS MALDI-TOF (Matrix-assisted 

laser desorption time-of-flight-Massenspektrometrie) Massenspektrometer bestimmt. 

Anschließend wurde mittels einer Verdünnungsreihe und photometrischer 

Wachstumsinhibitionsmessung mittels Vitek 2 XL ein Antibiogramm erstellt. Die Reste der 

repräsentativen Kolonie wurden auf COS-Agar ausgestrichen, um eventuelle Kontaminationen 

während der Prozessierung zu erkennen. Sie dienten als Isolate der kulturell nachgewiesenen 

Spezies. Basierend auf dem Antibiogramm wurden die Proben als MRGN-positiv klassifiziert, 

sofern sie die MRGN-Kriterien erfüllten. Zusätzlich wurde von allen MRGN-Proben eine 

Carbapenemase-PCR durchgeführt, sofern sich eine erhöhte MHK bei den Carbapenemen 

zeigte. 

2.2.3 Vorversuche 

Im Rahmen von Vorversuchen wurden Methoden zur Entfernung humaner DNA (Depletion) 

und zur Extraktion bakterieller DNA untersucht. Eine Depletion ist möglich aufgrund der 

Unterschiede zwischen bakteriellen und humanen Zellen. Humane Zellen sind größer, 

schwerer und instabiler im Hinblick auf bestimmte Umwelteinflüsse [69]. Dies ermöglicht eine 

Depletion mittels Filtration, differenzieller Zentrifugation, chemischer oder enzymatischer Lyse. 

Anhand von Analabstrichen wurden zahlreiche in Studien untersuchte Methoden zur Depletion 

getestet, unter anderem die differenzielle Zentrifugation und die selektive Lyse mittels 

Propidium Monoazide (PMA) +/- Turbo-DNAse, Saponin oder MolYsis Basic5 Kit [60, 61, 69-

72]. Anschließend wurde die DNA jeweils mittels Zymo Quick-DNA HMW MagBead Kit 
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extrahiert. Außerdem wurde das HostZERO Kit getestet, das eine Depletion humaner DNA 

und die Extraktion bakterieller DNA kombiniert [73]. Die Kontrolle ohne Depletion enthielt 

18,5 % humane DNA im Vergleich zu 3,92 % nach Depletion mittels HostZERO Kit. Die 

Testreihen mit Saponin und PMA + Turbo-DNAse in Kombination mit dem Zymo Quick-DNA 

HMW MagBead Kit depletierten humane DNA zwar noch besser (0,15 % bzw. 1,12 %), wiesen 

jedoch nach der Sequenzierung weniger verschiedene Spezies und ARG-Reads auf. Aus 

diesem Grund sowie aufgrund einer geringeren Durchführungsdauer wurde die Entscheidung 

für die Verwendung des HostZERO Kits getroffen. 

2.2.4 Depletion humaner DNA und DNA-Isolation 

Für die Depletion humaner DNA und die DNA-Isolation wurde das auf selektiver Lyse 

basierende HostZERO Kit verwendet.  

Aus jedem Analabstrich wurden 800 µl Probenvolumen entnommen und das Volumen auf die 

im Protokoll vorgesehenen 200 µl aufkonzentriert. Hierzu wurde der Analabstrich gevortext, 

um möglichst viele bakterielle Zellen zu suspendieren und 800 µl Probenvolumen in ein neues 

1,5 ml Reagiergefäß pipettiert. Anschließend wurde das Reagiergefäß bei 9100 g für 5 Minuten 

zentrifugiert. Der klare Überstand wurde verworfen und das verbliebene Pellet in 200 µl PBS 

resuspendiert. 

Danach wurde mit der humanen DNA-Depletion und der bakteriellen DNA-Isolation nach 

Herstellerprotokoll fortgefahren [74]. Nach dem Bead-Beating Schritt, der dem mechanischen 

Aufschluss bakterieller Zellen dient, verbleiben laut Protokoll 400 µl Probenvolumen im ZR 

BashingBead Lysis Tube. Um die extrahierbare DNA-Menge fast um den Faktor 2 zu erhöhen, 

wurde bei allen metagenomischen Proben der Überstand verwendet und damit auf gleiche 

Weise wie mit der regulären Probe (ebenfalls 400 µl) verfahren.  

Nur im Falle von Proben mit weniger als 500 ng isolierter DNA wurde auch die extrahierte DNA 

des Überstandes für die nachfolgende Sequenzierung genutzt. 

2.2.5 Isolate 

Die Reste der repräsentativen Kolonie wurden nach der Routinediagnostik auf COS-Agar 

ausgestrichen und dienten als Isolate der kulturell nachgewiesenen Spezies. Mit einer 

Impfschlinge wurden die Kolonien gelöst und in einem frischen 1,5 ml Reagiergefäß mittels 

vortexen in 1000 µl PBS suspendiert. Anschließend wurden die Proben bis zur DNA-Isolation 

bei -80 °C eingefroren. Für die DNA-Isolation wurden nach dem Auftauen und Vortexen 220 µl 

Probenvolumen entnommen und auf gleiche Weise mit dem HostZERO Kit verfahren, nur 

ohne humane DNA-Depletion. 
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2.2.6 Qualitäts- und Quantitätsbestimmung mittels Nanodrop 

Die Konzentration und Reinheit des DNA-Eluates wurde näherungsweise mittels Nanodrop 

1000 bestimmt. Hierzu wurde nach dem Kalibrieren 1,5 µl DNA Eluat auf das Messfenster 

pipettiert und die photometrische Messung gestartet. Ausgegeben wurde die DNA-

Konzentration sowie die Absorptionsspektren bei 260/280 nm und 260/230 nm. Die 

Absorptionsspektren gaben Hinweise auf die Reinheit der Probe [75]. 

2.2.7 Quantitätsbestimmung mittels Qubit vor Sequenzierung 

Außerdem wurde eine genauere Messung der DNA-Konzentration mittels Qubit Fluorometer 

3.0 durchgeführt. Hierzu wurde 1 µl Eluat in 199 µl Working Solution gelöst, die Suspension 

gevortext und für 2 min inkubiert. Anschließend erfolge die Messung der Konzentration 

doppelsträngiger DNA (dsDNA). Die Angaben der extrahierten DNA-Mengen im Ergebnisteil 

basieren aufgrund der höheren Genauigkeit auf der Qubit-Messung. 

2.2.8 Library Preparation und Nanopore-Sequenzierung 

Die Nanopore-Technologie ermöglicht die Sequenzierung sehr langer Fragmente (bis > 4 Mb) 

mit der Auflösung eines einzelnen DNA-Moleküls, ohne vorherige Amplifikation und in Echtzeit 

[76, 77]. Bei der Sequenzierung passieren DNA-Moleküle über Nanoporen eine biologische, 

nicht leitfähige Membran. Dies führt zu einem Ionenstrom. Anhand der Modulation der 

Membranspannung wird auf die mutmaßliche Basenabfolge des DNA-Moleküls geschlossen. 

Die extrahierte DNA kann nicht direkt auf die Sequenzierungsmembran aufgetragen werden, 

sondern muss zunächst vorbereitet werden. Dieser Schritt wird Library Preparation genannt. 

Hierzu wurde das für die Nanopore-Sequenzierung entwickelte Ligation Sequencing Kit in 

Kombination mit dem Native barcoding genomic DNA Protokoll (Version 

NBE_9065_v109_revV-14Aug2019) verwendet [78]. Um mehrere Proben auf einer Flow Cell 

zu sequenzieren kann Barcoding eingesetzt werden. Dabei bekommen alle DNA-Moleküle 

einer Probe jeweils den gleichen Barcode, eine kurze bekannte DNA-Sequenz, angehangen. 

Dies ermöglicht die nachträgliche Zuordnung zur Ursprungsprobe. In dieser Studie wurden die 

Proben hierzu mit der Native Barcoding Expansion 1-12 oder 13-24 gebarcoded.  

Abhängig von der extrahierten DNA-Menge der Proben wurden zwischen 14,4 ng und 1029 ng 

DNA als Ausgangsmaterial genutzt. Aufgrund der teilweise sehr geringen DNA-Mengen wurde 

unter Punkt 15, Seite 3/6 des Protokolls statt 26 µl, 10 µl Nuklease freies Wasser genutzt, um 

eine angemessene Konzentration für den folgenden Schritt zu erreichen. Während der Library 

Preparation wurde die DNA mehrmals gewaschen, um die Reinheit zu erhöhen. Die DNA-

Enden wurden repariert und Adapter, kleine DNA-Fragmente bekannter Sequenz, die für die 

Sequenzierung benötigt werden, wurden angehangen. Außerdem wurden die oben genannten 

Barcodes ligiert, die DNA-Konzentration immer wieder gemessen und angepasst und 

Substanzen für ein optimales Sequenzierungsmilieu hinzugefügt. Als letztes wurde, wie im 
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Protokoll angegeben, 700 ng gelöste DNA auf die Sequenzierungsmembran aufgetragen. Die 

Sequenzierungsmembran befindet sich auf der sogenannten Flow Cell, die als 

Verbrauchsmaterial in das Sequenzierungsgerät eingeführt wird. 

Das Sequenzierungsgerät nennt sich MinION bzw. PromethION. Der MinION ist das mit 

Abstand kleinste (10 x 3 x 2 cm) und leichteste (90 g) kommerziell verfügbare 

Sequenzierungsgerät und lässt sich an jedem Computer mit USB 3.0 verwenden [76]. Der 

PromethION ist deutlich größer, aber angesichts der parallelen Sequenzierungskapazität von 

24 oder sogar 48 Flow Cells auch sehr handlich [77]. PromethION Flow Cells enthalten etwa 

sechs Mal so viele Nanoporen (max. 12.000 vs. 2.048), haben somit einen deutlich höheren 

Durchsatz und liefern mehr Sequenzdaten (max. 245 Gb vs. 42 Gb bei einer Laufzeit von 72 

Stunden) als MinION Flow Cells, sind jedoch auch mehr als doppelt so teuer [76, 77, 79]. 

Alle metagenomischen Proben wurden auf PromethION Flow Cells sequenziert, mit 

Ausnahme von 12 Proben (P13, P17, P20, P26, N01, N03, N05, N18, N20, N21, N25, N27) 

die sehr geringe DNA-Mengen aufwiesen und die Kapazität einer PromethION Flow Cell 

mutmaßlich nicht hätten nutzen können. Diese und alle Isolate wurden auf MinION Flow Cells 

sequenziert. Abgesehen vom ersten Sequenzierungslauf mit 8 Proben, wurden stets 12 

Proben parallel auf einer Flow Cell sequenziert. Bei 12 Proben pro Sequenzierungslauf 

konnten somit etwa 58,3 ng (x 12 = 700 ng) DNA pro Probe sequenziert werden, unabhängig 

davon ob MinION oder PromethION Flow Cells genutzt wurden. Im Falle von Proben, bei 

denen weniger als 58,3 ng DNA extrahiert wurde, erfolgte die Auffüllung freier 

Sequenzierungskapazität mit anderen Proben, um die Flow Cell bestmöglich zu nutzen. So 

wurden im Falle der metagenomischen Proben durchschnittlich 51,4 ng DNA (Min: 5,8 ng, 

Max: 140,4 ng, Median: 63,0 ng) auf die Sequenzierungsmembran aufgetragen, im Falle der 

Isolate stets die errechneten 58,3 ng.  

Die Ausgabe der Sequenzdaten erfolgte in Form von Rohdaten im FAST5 Format.  

2.2.9 Basecalling mit Guppy 

Die Umwandlung der Rohdaten (FAST5) in eine Basenabfolge wird als Basecalling 

bezeichnet. Für diesen Vorgang wurde der Guppy Basecaller 4.0.15 genutzt [80]. Dabei 

übernahm dieser auch erste Post-Prozessierungen, wie das Entfernen angefügter 

Adaptersequenzen und das Auftrennen (demultiplexen) der Proben nach Barcodes. Die 

Ausgabe erfolgte als FASTQ Datei, die neben den Basenabfolgen der Fragmente (Reads) 

auch einen Qualitätsscore jeder einzelnen Base erhält. 

2.2.10 Taxonomische Zuordnung 

Für die Taxonomische Zuordnung der Reads wurde das Programm Kraken 2 genutzt [81]. 

Dieses glich jeden Read in den FASTQ Dateien mit der gleichnamigen Taxonomiedatenbank 

ab und ordnete dem Read, falls möglich, Domäne, Familie, Genus, Spezies und Stamm zu.  
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2.2.11 ARG-Zuordnung 

Für die ARG-Identifizierung und -Zuordnung wurde eine eigene bioinformatische Software 

genutzt. Das Programm glich zunächst jeden Read mit der CARD (Comprehensive Antibiotic 

Resistance Database) ARG-Datenbank ab (Stand Mai 2021) [82]. Ab einer 80%igen 

Übereinstimmung wurde ein Read dem entsprechenden ARG zugeordnet. Nach dieser 

Zuordnung wurden die flankierenden Regionen des ARG analysiert und mit der oben 

genannten Kraken 2 Taxonomiedatenbank abgeglichen. Auch hier erfolgte die Zuordnung ab 

einer 80%igen Übereinstimmung. So wurden alle Reads auf mögliche ARG untersucht und 

falls möglich taxonomisch zugeordnet. 

2.2.12 Statistische Analyse 

Als Proof-of-Concept Studie mit limitierter Probenanzahl wurde zugunsten einer deskriptiven 

Darstellung der Ergebnisse auf statistische Tests verzichtet. Alle Analysen, Tabellen und 

Grafiken wurden mithilfe von Microsoft Excel erstellt. Pivot-Tabellen ermöglichten die Filterung 

aller Reads nach Taxonomie (Domäne, Familie, Genus, Spezies und Stamm). Außerdem 

ermöglichten sie die Filterung aller ARG-Reads nach Taxonomie, Resistenzmechanismus und 

assoziierten Antibiotikaklassen. 
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3 Ergebnisse 

3.1 DNA-Isolation und -Sequenzierung 

3.1.1 Extrahierbare DNA-Menge 

Aus 800 µl Probenmaterial (n = 69) wurden durchschnittlich 862,4 ng DNA mit einer großen 

Schwankungsbreite (Min: 3,6 ng, Max: 5.489 ng, Median: 156,5 ng) isoliert. Aus MRGN-

positiven Proben (n = 32) wurden durchschnittlich 901,5 ng, aus MRGN-negativen Proben 

(n = 37) 828,5 ng isoliert. Der größte Unterschied in der extrahierbaren DNA-Menge bestand 

zwischen Proben mit kulturellem Wachstum auf dem Selektivmedium (n = 47), aus denen 

durchschnittlich 1.135 ng DNA isoliert wurde, und Proben ohne kulturelles Wachstum auf dem 

Selektivmedium (n = 22), aus denen durchschnittlich 281 ng extrahiert wurde. Der Ausstrich 

auf Selektivmedium diente der Vorselektion von MRGN-Erregern (siehe Methoden 2.2.2 

Kulturelle Routinediagnostik). Jedoch wuchsen auch in 15 von 37 später MRGN-negativ 

getesteten Proben Bakterien auf dem Selektivmedium. (Abb. 3)  

Im Vergleich dazu wurde bei den Isolaten aus 220 µl Bakteriensuspension durchschnittlich 

7.432 ng DNA (Min: 4.620 ng, Max: 12.775 ng, Median: 7.245 ng) mit einer deutlich geringeren 

Schwankungsbreite isoliert. 

 

 

Abb. 3: Korrelation der DNA-Menge zum MRGN-Status bzw. zum Wachstum auf Selektivmedium 
Als Probe wird das Abstrichmaterial des Patienten vor Kultur bezeichnet. Dargestellt sind aufsteigend 
sortiert die extrahierten DNA-Mengen aus MRGN-positiven (rot) und MRGN-negativen (grün) Proben in 
Nanogramm. Proben, in denen ein kulturelles Wachstum auf dem Selektivmedium stattfand (n = 47) 
sind auf der X-Achse mit einem „X“ markiert, Proben in denen kein kulturelles Wachstum auf dem 
Selektivmedium stattfand (n = 22), sind mit einer „0“ markiert. Anzumerken ist, dass hier alle 
gesammelten metagenomischen Proben (n = 69) betrachtet werden, also auch Proben, die aufgrund 
zu geringer DNA-Mengen nicht sequenziert wurden.  
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3.1.2 Menge an Sequenzdaten 

Mittels PromethION-Sequenzierung (Ausnahme: MinION-Sequenzierung bei den 12 Proben 

mit der geringsten DNA-Menge) wurde aus der variablen DNA-Menge (siehe Methoden 2.2.8 

Library Preparation und Nanopore-Sequenzierung) der metagenomischen Proben 

durchschnittlich 3,3 Gb an Sequenzdaten (Min: 0,17 Gb, Max: 14,3 Gb, Median: 2,8 Gb) 

gewonnen. Aus den MRGN-positiven Proben wurden durchschnittlich 3,6 Gb, aus den MRGN-

negativen Proben 3,0 Gb gewonnen. (Abb. 5 und 6)  

Bei den Isolaten wurden mittels MinION-Sequenzierung aus einer konstanten DNA-Menge 

(58,3 ng) durchschnittlich 1,0 Gb (Min: 0,21 Gb, Max: 2,6 Gb, Median: 1,2 Gb) an 

Sequenzdaten gewonnen. (Abb. 4)   

 

Abb. 4: Menge an Sequenzdaten der Isolate 
Dargestellt ist die Ausbeute der Sequenzdaten der Isolate in Gigabasen anhand der blauen Kurve 
(rechte Achse) und Reads anhand der Höhe der orangenen Balken (linke Achse) aus der identischen 
DNA-Menge (58,3 ng). Zusammen sequenziert wurden die Proben I01-I12 (Lauf 1), I13-22 (Lauf 2) und 
I23-I27 (Lauf 3).  

 

3.2 Speziestestung (taxonomische Zuordnung) 

Je höher die taxonomische Ordnung, desto mehr Reads wurden mittels Kraken 2 zugeordnet. 

In den metagenomischen Proben ließen sich durchschnittlich 74,9 % aller Reads auf 

Familienebene, 71,0 % auf Genusebene und 68,8 % auf Speziesebene zuordnen.  

Auf Speziesebene ließen sich in MRGN-positiven Proben durchschnittlich 71,3 % aller Reads 

(Min: 19,8 %, Max: 93,7 %, Median: 73,8 %) zuordnen, in MRGN-negativen Proben 67,8 % 

(Min: 13,4 %, Max: 94,7 %, Median 67,5 %). (Abb. 5 und 6) 
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3.2.1 Reads insgesamt 

Aus den metagenomischen Proben wurden durchschnittlich 1.057.630 Reads (Min: 108.349, 

Max: 4.064.306, Median: 894.675) gewonnen, aus MRGN-positiven Proben 1.098.220 Reads 

und aus MRGN-negativen Proben 1.017.041. (Abb. 5 und 6) 

Aus den Isolaten wurden durchschnittlich 126.212 Reads (Min: 29.969, Max: 281.393, Median: 

107.433) gewonnen. (Abb. 4) 

3.2.2 Reads der kulturell nachgewiesenen Spezies 

In allen MRGN-positiven Proben konnte die kulturell nachgewiesene Spezies metagenomisch 

nachgewiesen werden. Durchschnittlich wurden der kulturell nachgewiesenen Spezies 32,9 % 

(Min: 0,1 %, Max: 84,7 %, Median: 32,3 %) aller Reads zugeordnet. In 14 von 27 Proben 

(51,9 %) dominierte die kulturell nachgewiesene Spezies und machte über die Hälfte aller 

bakterieller Reads aus. In 4 von 27 Proben machte die kulturell nachgewiesene Spezies 

weniger als 1 % der Reads aus (P07, P08, P11, P13). (Abb. 5 und 6) 

3.2.3 Humane Reads 

Durchschnittlich verblieben 3,8 % humane Reads in MRGN-positiven Proben (Min: 0,03 %, 

Max: 47,1 %, Median: 0,4 %) und 2,5 % in MRGN-negativen Proben (Min: 0,04 %, Max: 

21,0 %, median 0,4 %). Bei Annahme einer konstanten Read-Länge entspricht der 

prozentuale Anteil der Reads dem prozentualen Anteil der DNA. (Abb. 5 und 6) 

 

Abb. 5: Zusammensetzung der Reads in MRGN-positiven Proben 
Dargestellt je Probe ist die Anzahl der Reads anhand der Höhe der Balken (rechte Achse) und die 
Menge der generierten Sequenzdaten in Gigabasen anhand der blauen Kurve (linke Achse). Außerdem 
dargestellt ist der Anteil an Reads der kulturell nachgewiesenen, auf dem Selektivmedium gewachsenen 
Spezies (rot), der Anteil humaner Reads (gelb), der Anteil von Reads ohne Spezieszuordnung (grau) 
und der Anteil von Reads anderer Spezies, die nicht auf dem Selektivmedium wuchsen (grün). 
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Abb. 6: Zusammensetzung der Reads in MRGN-negativen Proben 
Dargestellt je Probe ist die Anzahl der Reads anhand der Höhe der Balken (rechte Achse) und die 
Menge der generierten Sequenzdaten in Gigabasen anhand der blauen Kurve (linke Achse). Außerdem 
dargestellt ist der Anteil an Reads der auf Speziesebene zugeordnet werden konnte (grün), der Anteil 
humaner Reads (gelb) und der Anteil von Reads der nicht auf Speziesebene zugeordnet werden konnte 
(grau).  

 

3.2.4 Zusammensetzung des Mikrobioms 

Um einen Eindruck der Diversität zu bekommen, wurde die Anzahl verschiedener Genera mit 

und ohne Cut-off bestimmt. Insgesamt wurden sehr viele verschiedene Genera gefunden, 

einige davon jedoch nur auf wenigen Reads. Dominiert wurden die Proben von einer deutlich 

geringeren Anzahl Genera. In MRGN-negativen Proben fand sich durchschnittlich eine 

geringfügig höhere Diversität, trotz weniger Reads. (Tab. 1) 

Tabelle 1: Diversität metagenomischer Analabstriche 

  
Gesamtanzahl der 
Genera 

Anzahl gefundener Genera, die über 1 % der Reads 
ausmachten*  

In allen Proben 1.004 11 (90,8 % aller zugeordneten Reads*) 

Ø je Probe 545 6,2 (92,8 % aller zugeordneten Reads*) 

MRGN-positiv 535 5,9 

MRGN-negativ 556 6,6 

*nicht berücksichtigt wurden Reads ohne Zuordnung auf Genusebene 

Auf Genusebene wurde etwas über ein Viertel aller Reads (25,5 %) Escherichia spp. 

zugeordnet, gefolgt von Klebsiella spp. (8,5 %) und Bacteroides spp. (8,0 %). Fast ein Drittel 

der Reads (29,0 %) konnte nicht auf Genusebene zugeordnet werden. (Abb. 7)  
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Auf Familienebene wurde fast die Hälfte aller Reads (44,0 %) Enterobacterales zugeordnet, 

gefolgt von den Bacteroidaceae (8,0 %) und Enterococcaceae (5,5 %). Ein Viertel der Reads 

konnte nicht auf Familienebene zugeordnet werden (25,1 %). (Abb. 8)  

 

Abb. 7: Zuordnung der Reads auf Genusebene 
Dargestellt ist der prozentuale Anteil der Reads aller 54 metagenomischen Proben je Gattung. 
Namentlich genannt sind die 10 bakteriellen Genera mit den meisten Reads. Alle weiteren bakteriellen 
Genera werden unter „Sonstige“ zusammengefasst. Außerdem aufgeführt ist die Gattung Homo und 
der Anteil an Reads, der nicht auf Genusebene zugeordnet werden konnte. 

 

Abb. 8: Zuordnung der Reads auf Familienebene 
Dargestellt ist der prozentuale Anteil der Reads aller 54 metagenomischen Proben je Familie. 
Namentlich genannt sind die 10 bakteriellen Familien mit den meisten Reads. Alle weiteren bakteriellen 
Familien werden unter „Sonstige“ zusammengefasst. Außerdem aufgeführt ist die Familie Hominidae 
und der Anteil an Reads der nicht auf Familienebene zugeordnet werden konnte. 
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3.2.5 Abschätzung der Coverage 

Unter der Annahme einer konstanten Read-Länge und einer konstanten Genomgröße von 

4,6 Mbp (das entspricht der Genomgröße von E. coli (Stamm K12)), wurde die Coverage der 

kulturell nachgewiesenen Spezies in den MRGN-positiven Proben und Isolaten geschätzt [83].  

𝑆𝐶 =
𝑆𝑅  ×  𝑃𝐺

𝑃𝑅  ×  𝐸𝐺
 

SC = Geschätzte Coverage der kulturell nachgewiesenen Spezies 

SR = Reads der kulturell nachgewiesenen Spezies 

PR = Reads der gesamten Probe 

PG = Sequenzdaten der Probe in Gigabasen 

EG = Genomgröße von E.coli (Stamm K12) = 0,0046 Gigabasen 

 

Die auf diesem Wege geschätzte durchschnittliche Coverage der kulturell nachgewiesenen 

Spezies in den MRGN-positiven Proben betrug 240,4-fach (Min: 0,13-fach, Max: 758,8-fach, 

Median: 150,4-fach) und in den Isolaten 225,6-fach (Min: 45,7-fach, Max: 565,2-fach, Median: 

260,9-fach). (Abb. 9) 

 

Abb. 9: Geschätzte Coverage der kulturell nachgewiesenen Spezies und Übereinstimmung 
zwischen Isolat und MRGN-positiver Probe 
Dargestellt ist die geschätzte Coverage der kulturell nachgewiesenen Spezies in MRGN-positiven 
Proben (rote Balken) und Isolaten (blaue Balken). Die Schätzung erfolgte unter der Annahme, einer 
konstanten Read-Länge und einer konstanten Genomgröße von 4,6 Mbp (Genomgröße von E. coli 
(Stamm K12) [83]. Dargestellt als Kurve (grau) ist der Anteil an ARG der kulturell nachgewiesenen 
Spezies (k. n. S.) im Isolat, der auch in den MRGN-positiven Proben gefunden wurde. 
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3.3 Resistenzgenanalyse allgemein 

3.3.1 Vergleich MRGN-positiver und MRGN-negativer Proben 

Mithilfe der CARD-Datenbank wurden alle Reads nach ARG durchsucht und die MRGN-

positiven mit den MRGN-negativen Proben verglichen (Tab. 2). 

Tabelle 2: Unterschiede zwischen MRGN-positiven und MRGN-negativen Proben  

  Alle Proben MRGN-positiv MRGN-negativ Isolate 

Verschiedene ARG insgesamt 717 588 560 411 

Verschiedene ARG Ø je Probe  123,1 151,5 94,8 87,8 

ARG-Reads insgesamt 477.459 271.615 205.844 98.662 

ARG-Reads Ø je Probe 8.842 10.060 7.624 3.654 

Verschiedene ARG / Gb insgesamt 4,0 3,3 3,1 14,7 

Verschiedene ARG /Gb Ø je Probe 72,0 64,3 79,7 137,9 

ARG-Reads / Gb insgesamt 2.678 2.803 2.529 3.521 

ARG-Reads / Gb Ø je Probe 2.335 2.629 2.041 3.537 

ARG-Reads / Reads insgesamt 0,84 % 0,92 % 0,75 % 2,90 % 

ARG-Reads / Reads Ø je Probe 0,88 % 1,04 % 0,72 % 2,94 % 

ARG: Resistenzgen, Gb: Gigabasen 

Um beispielhaft den großen Überschneidungsbereich zwischen MRGN-positiven und MRGN-

negativen Proben zu zeigen, ist in Abb. 10 der prozentuale Anteil der Reads dargestellt, auf 

dem ARG gefunden wurden.  

   

Abb. 10: Relative Menge an Resistenzgen-Reads 
Dargestellt für alle MRGN-positiven (rote Punkte) und MRGN-negativen (grüne Punkte) Proben ist der 
prozentuale Anteil der Reads, auf dem ein Antibiotikaresistenzgen mithilfe der bioinformatischen 
Software in der CARD-Datenbank gefunden wurde. 

 

3.3.2 Zuordnung nach Resistenzmechanismus 

Mit der CARD-Datenbank wurde den ARG-Reads der jeweilige Resistenzmechanismus 

zugeordnet und die prozentuale Verteilung der ARG-Reads nach Resistenzmechanismus in 

allen metagenomischen Proben analysiert. Gesondert wurden die MRGN-relevanten Familien 

(Enterobacteriaceae und Pseudomonadaceae) betrachtet. (Abb. 11) 
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Abb. 11: Zuordnung der Resistenzgen-Reads nach Resistenzmechanismus 
Dargestellt ist die Häufigkeitsverteilung der Resistenzmechanismen aller Resistenzgen-Reads der 54 
metagenomischen Proben laut CARD-Datenbank. Abgebildet ist die Verteilung insgesamt, die 
Verteilung bei Enterobacterales und Pseudomonadaceae und die Verteilung bei den übrigen Familien. 

 

3.4 Resistenzgenanalyse der kulturell nachgewiesenen Spezies 

3.4.1 Quantitativer Vergleich 

Mittels CARD-Datenbank wurden den ARG-Reads die jeweiligen assoziierten 

Antibiotikaklassen zugeordnet. Zunächst wurden quantitativ die Anzahl der ARG-Reads und 

die Anzahl verschiedener ARG zwischen phänotypisch sensibel und resistent getesteten 

Spezies in den MRGN-positiven Proben und Isolaten in Bezug auf Carbapeneme verglichen. 

Bei den anderen MRGN-relevanten Antibiotikaklassen war dieser Vergleich nicht möglich, da 

die kulturell nachgewiesenen Spezies in MRGN-positiven Proben zwangsläufig gegen 

Penicilline, Cephalosporine und Fluorchinolone (bis auf eine Probe: I) resistent waren und 

somit der Vergleich fehlte. Gezählt wurden nur ARG, die der kulturell nachgewiesenen Spezies 

zugeordnet und die laut CARD-Datenbank mit der Resistenz gegen Carbapeneme assoziiert 

waren. Auch wurden die quantitativen Unterschiede bei einem Cut-off von > 1 Read 

untersucht, um Fehlzuordnungen zu reduzieren und die Ergebnisse nach Gb adjustiert, um 

Proben mit geringen Mengen an Sequenzdaten nicht zu benachteiligen. Im Mittel enthielten 

MRGN-positive Proben und Isolate, in denen phänotypisch eine carbapenemresistente 

Spezies nachgewiesen wurde, mehr ARG-Reads, mehr verschiedene ARG, mehr 

verschiedene ARG mit > 1 Read und auch mehr verschiedene ARG pro Gb, die laut CARD-

Datenbank mit einer Carbapenemresistenz assoziiert waren. Auf Ebene der Einzelproben 

gelang es jedoch nicht, einen Cut-off festzulegen, der sicher zwischen resistent und sensibel 

getesteten Spezies unterscheiden konnte. (Tab. 3 und 4) 
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Tabelle 3: Carbapenem-Resistenzgene in MRGN-positiven Proben 

MRGN-
positive Probe 

Ergebnis der phänotypischen 
Carbapenemresistenz Testung 

ARG-
Reads* 

verschiedene 
ARG* 

verschiedene ARG 
mit > 1 Read* 

verschiedene 
ARG* pro Gb 

P01 S 94 2 2 1 
P02 S 235 3 2 1 
P03 R 21 10 5 4 
P04 S 122 9 7 4 
P05 R 1.480 44 21 14 
P06 S 36 14 6 29 
P07 S 37 4 4 0 
P08 S 3 2 1 1 
P09 S 1.674 16 10 2 
P10 S 754 2 2 0 
P11 S 4 1 2 0 
P12 S 398 2 2 0 
P13 R 3 3 0 4 
P14 R 547 20 17 9 
P15 S 355 2 2 0 
P16 S 105 7 4 2 
P17 S 94 3 3 5 
P18 S 29 1 1 1 
P19 S 113 9 8 3 
P20 S 0 0 0 0 
P21 S 500 2 2 1 
P22 S 707 2 2 0 
P23 S 379 2 2 1 
P24 S 410 2 2 1 
P25 S 35 2 2 0 
P26 S 188 2 2 1 
P27 S 1.053 18 11 9 

Mittelwert  Carbapenem sensibel (n = 24) 318,5 4,7 3,4 2,6 
Mittelwert  Carbapenem resistent (n = 4) 512,8 19,3 10,8 7,8 

Grau: Proben mit phänotypischem Nachweis einer carbapenemresistenten Spezies  
ARG: Antibiotikaresistenzgen, Gb: Gigabasen 
*mit Zuordnung zur kulturell nachgewiesenen Spezies und Assoziation mit einer Carbapenemresistenz 
laut CARD-Datenbank 

 

Tabelle 4: Carbapenem-Resistenzgene in Isolaten 

Isolat 
Ergebnis der phänotypischen 
Carbapenemresistenz Testung 

ARG-
Reads* 

verschiedene 
ARG* 

verschiedene ARG 
mit > 1 Read* 

verschiedene 
ARG* pro Gb 

I01 S 37 2 2 7 
I02 S 49 2 2 7 
I03 R 81 10 7 42 
I04 S 55 8 4 29 
I05 R 159 13 8 41 
I06 S 162 13 12 37 
I07 S 142 5 4 17 
I08 S 176 12 8 34 
I09 S 143 9 5 26 
I10 S 28 2 2 7 
I11 S 32 2 1 6 
I12 S 31 2 1 10 
I13 R 1.458 28 23 13 
I14 R 1.165 25 20 14 
I15 S 224 2 2 2 
I16 S 820 7 5 4 
I17 S 551 4 3 3 
I18 S 310 2 2 1 
I19 S 355 5 5 3 
I20 S 58 4 3 2 
I21 S 140 2 2 2 
I22 S 314 2 2 1 
I23 S 262 2 2 1 
I24 S 180 2 2 2 
I25 S 193 2 2 1 
I26 S 238 2 2 1 
I27 S 1.277 15 7 6 

Mittelwert  Carbapenem sensibel (n = 24) 251,2 4,7 3,5 6,1 
Mittelwert  Carbapenem resistent (n = 4) 715,8 19,0 14,5 27,2 

Grau: Proben mit phänotypischem Nachweis einer carbapenemresistenten Spezies  
ARG: Antibiotikaresistenzgen, Gb: Gigabasen 
*mit Zuordnung zur kulturell nachgewiesenen Spezies und Assoziation mit einer Carbapenemresistenz 
laut CARD-Datenbank 
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3.4.2 Resistenzgenanalyse mithilfe einer Auswertungsregel 

Für die genotypische Resistenztestung wurde eine Auswertungsregel formuliert. Eine 

Resistenz wurde angenommen, sobald ein ARG nachgewiesen werden konnte, das laut 

Beschreibung der CARD-Datenbank potenziell in der Lage war, eine Resistenz zu vermitteln. 

ARG, die nur für eine Untereinheit eines Proteinkomplexes kodierten, wurden nur 

berücksichtigt, sofern alle Gene der anderen Untereinheiten ebenfalls nachgewiesen wurden. 

Auf diese Weise wurden einzelne Effluxpumpen-Untereinheitengene ausgeschlossen, die laut 

Beschreibung auf weitere Untereinheitengene angewiesen waren. Außerdem wurden 

Regulatorgene ausgeschlossen, die laut Beschreibung nicht in der Lage waren alleinstehend 

eine Resistenz zu vermitteln. Bei Abwesenheit entsprechender ARG wurde eine Sensibilität 

angenommen. Auf einen Cut-off Wert für eine Mindestanzahl von Reads wurde aufgrund der 

teilweise geringen Coverage verzichtet (Abb. 9). Auf diese Weise wurden Resistenzen gegen 

Penicilline, Cephalosporine, Fluorchinolone und Carbapeneme in 14 von 27 MRGN-positiven 

Proben korrekt vorhergesagt. Neun 3MRGN-Proben wurden überschätzt als 4MRGN, zwei 

Proben (3- und 4MRGN) wurden unterschätzt als MRGN-negativ (P13, P20) und eine 3MRGN 

Probe (P08) wurde weder über-, noch unterschätzt, wies jedoch statt einer 

Fluorchinolonresistenz eine potenzielle Carbapenemresistenz auf. Letztere drei Proben waren 

jedoch zugleich auch die Proben mit der geringsten geschätzten Coverage der jeweils kulturell 

nachgewiesenen Spezies. (Tab. 5) 

Tabelle 5: Regelbasierte Auswertung der metagenomischen Resistenztestung 
  Kulturell nachgewiesene Spezies 

(geschätzte Coverage) 

Resistenz gegen MRGN-relevante Antibiotikaklassen* 

Probe Penicillin Cephalosporin Fluorchinolon Carbapenem 

P01 E. coli (150,4-fach) R/R R/R R/R S/S 
P02 E. coli (305,3-fach) R/R R/R R/R S/R 
P03 E. cloacae komplex (17,3-fach) R/R R/R R/R R/R 
P04 E. cloacae komplex (98,9-fach) R/R R/R R/R S/R 
P05 K. pneumoniae (556,3-fach) R/R R/R R/R R/R 
P06 K. pneumoniae (4,0-fach) R/R R/R R/R S/R 
P07 K. pneumoniae (21,4-fach) R/R R/R R/R S/R 
P08 K. pneumoniae (1,0-fach) R/R R/R R/S S/R 
P09 K. pneumoniae (758,8-fach) R/R R/R R/R S/R 
P10 E. coli (672,3-fach) R/R R/R R/R S/S 
P11 E. coli (8,6-fach) R/R R/R R/R S/S 
P12 E. coli (428,2-fach) R/R R/R R/R S/S 
P13 P. aeruginosa (0,1-fach) R/S R/S R/S R/S 
P14 P. aeruginosa (155,8-fach) R/R R/R I/R R/R 
P15 E. coli (517,4-fach) R/R R/R R/R S/S 
P16 K. pneumoniae (45,4-fach) R/R R/R R/R S/R 
P17 E. aerogenes (86,5-fach) R/R R/R R/R S/R 
P18 E. coli (7,3-fach) R/R R/R R/R S/S 
P19 E. cloacae komplex (71,4-fach) R/R R/R R/R S/R 
P20 C. freundii (0,8-fach) R/S R/S R/S S/S 
P21 E. coli (470,8-fach) R/R R/R R/R S/S 
P22 E. coli (682,9-fach) R/R R/R R/R S/S 
P23 E. coli (425,2-fach) R/R R/R R/R S/S 
P24 E. coli (333,0-fach) R/R R/R R/R S/S 
P25 E. coli (23,7-fach) R/R R/R R/R S/S 
P26 E. coli (265,5-fach) R/R R/R R/R S/S 
P27 K. pneumoniae (383,0-fach) R/R R/R R/R S/R 

 R: resistent, S: sensibel, I: sensibel bei erhöhter Exposition 
*Das erste R bzw. S steht für das kulturelle Testergebnis, das zweite für die genotypische Prädiktion 
aus der MRGN-positiven Probe. Grün hinterlegt sind alle Zellen, in denen das kulturelle Ergebnis mit 
der genotypischen Prädiktion übereinstimmte. Rot hinterlegt sind alle Zellen, in denen die genotypische 
Prädiktion eine Resistenz übersah, blau hinterlegt sind alle Zellen, in denen die genotypische Prädiktion 
eine mögliche Resistenz fand, die kulturell nicht nachweisbar war.  
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3.4.3 Potenziell multiresistente Erreger in MRGN-negativen Proben 

Mit dieser Auswertungsregel erfolgte auch die exemplarische Untersuchung von acht MRGN-

negativen Proben, um eventuelle MRGN-Erreger zu finden, die durch das kulturelle MRGN-

Screening Verfahren übersehen wurden. In allen acht MRGN-negativen Proben wurden 

mindestens zwei potenzielle 3- oder 4MRGN-Erreger gefunden. In einer Probe sogar drei. 

(Tab. 6) 

Tabelle 6: Potenzielle MRGN-Erreger in 8 exemplarischen MRGN-negativen Proben* 
Probe P. aeruginosa Citrobacter Escherichia Klebsiella 

N01   

PE, CE (blaampC),  
FL (acrE, acrF, tolC) PE, CE, CA (blaSHV-108) 

N02    

PE, CE (blaampC), 
FL (acrE, acrF, tolC) 

PE, CE, CA (blaSHV-28) 
FL (kpnG, kpnH, tolC) 

N03 
PE, CE, CA (blaOXA-486), 
FL (pmpM)   

PE, CE (blaampC), 
FL (acrE, acrF, tolC)   

N04    

PE, CE (blaampC), 
FL (acrE, acrF, tolC) PE, CE, CA (ompK37) 

N05     
PE, CE (blaampC), 
FL (acrE, acrF, tolC) PE, CE, CA (blaSHV-40), FL (mdtK) 

N06   - 
PE, CE (blaampC),  
FL (acrE, acrF, tolC) PE, CE, CA (blaSHV-1), FL (mdtK) 

N07   
PE, CE, CA (ompK37), 
FL (mdtK) 

PE, CE (blaampC),  
FL (acrE, acrF, tolC) PE, CE, CA (blaSHV-172), FL (mdtK) 

N08     
PE, CE (blaampC),  
FL (acrE, acrF, tolC) PE, CE, CA (blaSHV-185), FL (mdtK) 

Rot: potenziell 4MRGN, Orange: potenziell 3MRGN 
PE: Penicilline, CE: Cephalosporine, FL: Fluorchinolone, CA: Carbapeneme 
*hinter den Antibiotikaklassen stehen in Klammern beispielhaft Gene, die laut CARD-Datenbank einzeln 
oder in Kombination mit der jeweiligen Resistenz assoziiert sind 

 

3.4.4 Resistenzgenanalyse anhand von Markergenen  

Aufgrund der Überschätzung der Antibiotikaresistenzen durch die Auswertungsregel wurde als 

letztes gezielt nach ARG gesucht, die der kulturell nachgewiesenen Spezies zugeordnet 

wurden und mit hoher Wahrscheinlichkeit eine Resistenz vermitteln. 

Außerdem wurde in allen metagenomischen Proben nach entsprechenden Markergenen mit 

Spezieszuordnung gesucht, um weitere potenzielle MRGN-Erreger zu identifizieren. 

3.4.4.1 Penicilline und Cephalosporine 

Penicilline und Cephalosporine gehören zu den Betalaktam-Antibiotika. Betalaktam-Antibiotika 

hemmen die Zellwandsynthese durch kovalente Bindung an Transpeptidasen, die für die 

Quervernetzung von Peptidoglykanen der Mureinschicht verantwortlich sind [84]. Eine 

Resistenz gramnegativer Bakterien gegenüber Betalaktam-Antibiotika wird überwiegend 

durch die Expression substratspezifischer Betalaktamasen verursacht [84, 85]. 

In allen MRGN-positiven Proben konnten der kulturell nachgewiesenen Spezies zugeordnete 

Betalaktamasegene (blaTEM, blaCTX-M, blaSHV, AmpC: blaampC, blaACT, blaampH, blaOXA) gefunden 

werden, außer in den Proben P13 und P20, die bereits in der regelbasierten Auswertung bei 

sehr geringer Coverage der kulturell nachgewiesenen Spezies unterschätzt wurden.  
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Auch in zahlreichen MRGN-negativen Proben wurden Betalaktamasegene gefunden. In 

durchschnittlich 4,7 Spezies (Min: 1, Max: 13, Median: 4) je Probe wurde mindestens ein Read 

einer der oben genannten Betalaktamasegene gefunden. 

3.4.4.2 Fluorchinolone 

Fluorchinolone gehören zu den Chinolon-Antibiotika. Ihre antibiotische Wirkung entfalten 

Fluorchinolone durch Bindung an bakterielle Topoisomerasen, die normalerweise durch 

gezielte Doppelstrangbrüche für eine Entspiralisierung der DNA während der Replikation, 

Transkription, Rekombination und DNA-Reparatur sorgen. Resistenzen werden überwiegend 

durch Topoisomerasemutationen hervorgerufen, häufig in Zusammenspiel mit Effluxpumpen 

[86]. 

Topoisomerasemutationen konnten mit der verwendeten bioinformatischen Pipeline nicht 

nachgewiesen werden. 

Reads von Effluxpumpengenen, die laut CARD-Datenbank Fluorchinolone aus der Zelle 

befördern und der kulturell nachgewiesenen Spezies zugeordnet waren, fanden sich in allen 

Proben mit einer gewissen Coverage der kulturell nachgewiesenen Spezies (in den Proben 

P08, P13 und P20 fanden sich keine).  

Auch in MRGN-negativen Proben wurden zahlreiche Gene von Effluxpumpen gefunden, die 

Fluorchinolone potenziell aus der Zelle befördern können. 

3.4.4.3 Carbapeneme 

Carbapeneme gehören ebenfalls zu den Betalaktam-Antibiotika. Eine Carbapenemresistenz 

gramnegativer Bakterien wird laut Studien überwiegend durch die Expression von 

Carbapenemasen verursacht [87, 88]. Eine Carbapenemresistenz ist von besonderer 

Bedeutung, da sie in der Regel den Unterschied zwischen 3MRGN und 4MRGN ausmacht.  

In zwei von vier MRGN-positiven Proben mit kulturell nachgewiesener carbapenemresistenter 

Spezies wurden Reads von Carbapenemasegenen (Ambler Class A: blaNmcA, blaSMS, blaIMI, 

blaSFC, blaKPC, blaGES, B: blaNDM, blaIMP, blaVIM, blaGIM, blaSIM, blaCcrA und D: blaOXA) gefunden 

[89, 90]. In Probe P05 war eine Zuordnung zur kulturell nachgewiesenen Spezies möglich, in 

Probe P03 war keine Zuordnung möglich. In Probe P13 wurden bei sehr wenigen Reads der 

kulturell nachgewiesenen Spezies keine Carbapenemasegene gefunden.  

In Probe P14 und dem dazugehörigen Isolat (I14) wurden im Einklang mit der PCR-Testung 

keine Reads von Carbapenemasegenen gefunden, jedoch von anderen ARG (mexAB-oprM 

und blaampC), die in Kombination eine Carbapenemresistenz erklären können [21, 22]. In den 

restlichen drei Isolaten (I03, I05, I13) wurden Reads von Carbapenemasegenen gefunden, die 

der kulturell nachgewiesenen Spezies zugeordnet werden konnten. Das Ergebnis stimmte 

stets mit der PCR-Testung überein. (Tab. 7) 
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Tabelle 7: Carbapenemasegene 

Proben mit Nachweis einer 
phänotypisch carbapenemresistenten 
Spezies (MRGN-Klasifikation, k. n. S., 
geschätzte Coverage) 

Routine 
Diagnostik 

 Bioinformatische Pipeline 

Carbapenemase-
PCR aus Isolat 

Isolat MRGN-positive Probe 

 
P03 blaGIM-1 blaGIM-1 (1c ,23u) blaGIM-1 (12u), blaGIM-2 (2u), blaKPC-24 

(1u) 

 

(4MRGN, E. cloacae Komplex, 17,3-fach)  

     
P05 blaKPC blaKPC-1 (1c, 27u) blaKPC-1 (48c), blaKPC-6 (12c), blaKPC-3 

(6c), blaKPC-24(3c), blaKPC-8 (2c), 
blaKPC-4/5/11/13/14/16/17/19/22 (jeweils 1c) 

 

(4MRGN, K. pneumoniae, 556,3-fach)  

P13 blaGIM-1 blaGIM-1 (26c, 68u), 
blaGIM-2 (1c, 1u) 

-  

(4MRGN, P. aeruginosa, 0,1-fach)  

     
P14 - - -  

(3MRGN, P. aeruginosa, 155,8-fach)  

k. n. S.: kulturell nachgewiesene Spezies, Anzahl ARG Reads: c: taxonomisch anhand der flankierenden 
Regionen der k. n. S. zugeordnet („classified“), u: nicht zugeordnet („unclassified“) 

In allen carbapenemsensiblen Isolaten wurden keine Reads von Carbapenemasegenen 

gefunden. In allen metagenomischen Proben, in denen keine phänotypisch 

carbapenemresistente Spezies nachgewiesen werden konnte, wurde ein einziger Read von 

blaccrA, einer chromosomal kodierten Carbapenemase von Bacteroides fragilis gefunden, die 

einem kulturell nachgewiesenen 3MRGN E. coli (P02) zugeordnet wurde [91]. Abgesehen 

davon wurden keine Reads von Carbapenemasegenen gefunden, die einer Spezies 

zugeordnet wurden. Lediglich in zwei MRGN-positiven Proben (P04, P06) und vier MRGN-

negativen Proben (N12, N13, N15, N17) fanden sich einzelne, keiner Spezies zugeordnete 

Reads von Carbapenemasegenen.  

3.5 Evaluation der Spezieszuordnung der Resistenzgene 

Mithilfe der bioinformatischen Software, die eine taxonomische Zuordnung anhand der 

flankierenden Regionen ermöglichte, war in den metagenomischen Proben eine Zuordnung 

der ARG-Reads in 94,6 % auf Familienebene, in 83,1 % auf Genusebene und in 80,8 % auf 

Speziesebene möglich. 

Auch die ARG-Reads aus den Isolaten wurden mithilfe der bioinformatischen Software 

taxonomisch zugeordnet, obwohl der Ursprung der ARG-Reads bekannt war. Dadurch konnte 

die Trefferquote der taxonomischen Spezies-Zuordnung der ARG-Reads näherungsweise 

bestimmt werden. 85,5 % der ARG-Reads aus den Isolaten wurde korrekterweise der jeweils 

isolierten Spezies zugeordnet. 2 % der ARG-Reads wurde fälschlicherweise einer anderen 

Spezies als der Isolierten zugeordnet. Somit zeigte sich eine Trefferquote von 97,7 %. 12,5 % 

der ARG-Reads konnte keiner Spezies zugeordnet werden und wurde nicht in die Berechnung 

einbezogen. (Abb. 12)  
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Abb. 12: Trefferquote bei der Spezieszuordnung der Resistenzgen-Reads 
Dargestellt ist der Anteil an Antibiotikaresistenzgen-Reads aller Isolate, der korrekt der jeweiligen 
kulturell nachgewiesenen Spezies zugeordnet wurde (rot), der Anteil der einer falschen Spezies 
zugeordnet wurde (grün) und der Anteil, der keiner Spezies zugeordnet wurde (grau). 

 

3.6 Vergleich zwischen MRGN-positiver Probe und Isolat  

In der MRGN-positiven Probe wurden durchschnittlich 48,8 verschiedene ARG gefunden, die 

der kulturell nachgewiesenen Spezies zugeordnet werden konnten, im Isolat 57,4. 

Durchschnittlich 66,6 % (Min: 6.3 %, Max: 93.1 %, Median: 69.8 %) dieser ARG im Isolat 

fanden sich auch in der MRGN-positiven Probe. Sofern alle ARG ignoriert wurden, die nur auf 

einem Read gefunden werden konnten, erhöhte sich die Übereinstimmung leicht auf 69,8 %. 

Sofern nur Proben berücksichtigt wurden, in denen die MRGN-positive Probe mindestens so 

viele Reads der kulturell nachgewiesenen Spezies aufwies, wie das entsprechende Isolat 

(n = 16), stieg die Übereinstimmung auf 81,8 %. Zu beachten ist die Arbeitsweise der 

bioinformatischen Pipeline und der Umgang mit Genvarianten, die hier als unterschiedliche 

ARG betrachtet wurden. Ein Read wurde ab etwa 80 % Übereinstimmung mit der CARD-

Datenbank einem ARG zugeordnet. Dabei wurde jeweils die Genvariante angenommen, die 

die höchste Übereinstimmung aufwies. Dies führte dazu, dass sehr viele Genvarianten 

gefunden wurden, die sich zum Teil nur durch eine Base (z. B. blaGIM-1 und blaGIM-2) 

unterschieden (Tab. 7). (Abb. 9) 
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4 Diskussion 

In dieser Proof-of-Concept Studie konnte aus vielen Analabstrichen eine relevante Menge 

bakterieller DNA extrahiert werden, nachdem erfolgreich die humane DNA depletiert wurde. 

Mittels metagenomischer Nanopore-Sequenzierung wurde in zahlreichen Proben eine gute 

Coverage der kulturell nachgewiesenen Spezies erzielt. Bioinformatisch konnte ein Großteil 

(68,8 % auf Speziesebene) aller Reads taxonomisch zugeordnet und auf durchschnittlich 

0,88 % aller Reads Sequenzen von ARG gefunden werden. Auch diese konnten zu einem 

großen Teil (80,8 % auf Speziesebene) und mit einer hohen Genauigkeit (97,7 %) taxonomisch 

zugeordnet werden. Mithilfe der bioinformatischen Analyse-Pipeline konnten Reads der 

kulturell nachgewiesenen Spezies in allen MRGN-positiven Proben nachgewiesen sowie das 

Mikrobiom der Proben untersucht werden, das sich signifikant vom physiologischen 

Darmmikrobiom unterschied. Die genotypische Resistenztestung zeigte jedoch die 

Limitationen der Analyse-Pipeline. Das Ergebnis der genotypischen MRGN-Testung 

entsprach nur in etwas über der Hälfte der Proben der phänotypischen MRGN-Testung und 

überschätzte oft Resistenzen. Auch in exemplarisch untersuchten MRGN-negativen Proben 

wurden zahlreiche potenzielle MRGN-Erreger gefunden. Ein Vergleich der MRGN-positiven 

Proben mit den zugehörigen Isolaten bezüglich der ARG der kulturell nachgewiesenen 

Spezies zeigte ebenfalls nur eine teilweise Übereinstimmung. Die Untersuchung auf 

Markergene, insbesondere im Hinblick auf die Carbapenemresistenz, zeigte bessere 

Ergebnisse. 

4.1 Depletion humaner DNA  

Für diese Studie wurde DNA direkt aus Analabstrichen extrahiert. Patientenproben enthalten 

häufig zu einem erheblichen Anteil humane DNA. Dieser Anteil ist stark abhängig vom 

Entnahmeort. Speichelproben, Nasal-, Haut- und Vaginalabstriche enthielten in einer Studie 

mehr als 90 % humane DNA, Rektalabstriche (23,4 %) und Stuhlproben (5,5 % bzw. < 10%) 

dagegen deutlich weniger [69, 92]. In den Vorversuchen dieser Studie zeigte sich in 

Analabstrichen mit 18,5 % (unveröffentlichte Daten) ein vergleichbarer Anteil humaner DNA. 

Der höhere Anteil humaner DNA in Anal- bzw. Rektalabstrichen im Vergleich zu Stuhlproben 

könnte durch den Abstrichprozess bedingt sein, bei dem ungewollt anale Hautschuppen in die 

Probe gelangen [92]. Mittels selektiver Lyse konnte der Anteil humaner DNA auf 

durchschnittlich 3,11 % (Min: 0,03 %, Max: 47,11 %, Median: 0,35 %) reduziert werden. Eine 

andere Studie erreichte vergleichbare Werte [60]. 
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4.2 DNA-Isolation 

Analabstriche enthalten im Vergleich zu anderen Probenarten wie Stuhlproben oder Isolaten 

deutlich weniger DNA und vor allem sehr variable DNA-Mengen [93-95]. Durchschnittlich 

wurden 862,4 ng DNA aus 800 µl Probenmaterial extrahiert und damit mehr als doppelt so viel 

wie in einer vergleichbaren Studie [93]. Durch den Verzicht auf eine Amplifikation der DNA 

wurde ein möglicher Amplifikationsbias ausgeschlossen. Dadurch konnten jedoch die sehr 

variablen DNA-Mengen (3,6 ng bis 5.489 ng) nicht kompensiert werden. Solche 

Schwankungen sind nicht untypisch für metagenomische Proben, erschweren jedoch die 

Analyse und Vergleichbarkeit [59, 93]. Ein Amplifikationsbias besteht darin, dass in der Regel 

nicht alle DNA-Moleküle einer Probe bei einer Amplifikation in gleichem Maße amplifiziert 

werden. Bei den Isolaten, bei denen auf gleiche Weise die DNA extrahiert wurde, schwankte 

die DNA-Menge lediglich um den Faktor 2,8. Dies deutet darauf hin, dass die DNA-Extraktion 

nicht wesentlich zur hohen Schwankungsbreite beitrug, sondern tatsächlich vor allem die 

Menge an Ausgangsmaterial in den Abstrichen. Variationen in der Probenentnahme, 

Unterschiede in der Menge an humaner DNA, die depletiert wurde, oder Unterschiede im 

bakteriellen Mikrobiom könnten ursächlich sein. In einer Studie konnte gezeigt werden, dass 

auch eine vorherige Antibiotikatherapie einen signifikanten, negativen Einfluss, auf die 

extrahierbare DNA-Menge hat [93]. 

Der Unterschied in der extrahierten DNA-Menge zwischen MRGN-positiven Proben (901,5 ng) 

und MRGN-negativen Proben (828,5 ng) fiel eher gering aus. Dagegen zeigte sich ein 

signifikanter Unterschied zwischen Proben mit kulturellem Wachstum auf Selektivmedium 

(1.135 ng), das zur Vorselektion diente, und Proben ohne kulturelles Wachstum auf 

Selektivmedium (281 ng) (siehe Abb. 3). Letzteres wirft die Frage nach der Sensitivität der 

kulturellen MRGN-Testung von Analabstrichen auf. Hypothetisch könnte ein inadäquat 

durchgeführter Abstrich über eine zu geringe Menge an Ausgangsmaterial erstens zu einer 

geringeren kulturellen Detektionsrate des multiresistenten Erregers geführt haben und 

zweitens zu einer geringeren Menge an extrahierbarer DNA. In diesem Zusammenhang ist 

auch die Dominanz der kulturell nachgewiesenen Spezies interessant, die sehr häufig 

beobachtet werden konnte. Wäre ein Nachweis auch bei geringerer DNA-Menge des MRGN-

Erregers bzw. bei geringerer Dominanz erfolgt? Diese Frage lässt sich mit der geringen 

Probenanzahl der Studie leider nicht beantworten. Gegen diese Hypothese spricht, dass in 

Studien für das verwendete Selektivmedium eine relativ geringe Nachweisgrenze bezüglich 

der koloniebildenden Einheiten gezeigt werden konnte [96]. Dafür spricht, dass sich 

Wissenschaftler aufgrund vieler nicht verwendbarer Rektalabstriche bereits damit 

auseinandersetzten, eine molekularbiologische Qualitätskontrolle für Rektalabstriche zu 

entwickeln [95]. Auch dafür spricht, dass die Kultivierung zwar eine sehr sensitive 

Nachweismethode darstellt, aber dennoch eine gewisse Menge an koloniebildenden Einheiten 

für eine sichere Erkennung benötigt [97].   
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4.3 Nanopore-Sequenzierung 

Die Menge der gewonnenen Sequenzdaten schwankte stark zwischen den metagenomischen 

Proben (0,17 Gb - 14,3 Gb). Dies war zu erwarten, da bei jeder Probe eine variable Menge an 

DNA als Ausgangsmaterial diente. Doch auch bei den Isolaten (0,21 Gb - 2,6 Gb) schwankte 

die Menge der gewonnenen Sequenzdaten trotz konstanter Menge an Ausgangsmaterial, 

wenn auch deutlich weniger. Unterschiede bezüglich der DNA Qualität und der Verteilung der 

Fragmentlängen zwischen den Proben könnten die Schwankungen erklären und wurden in 

der Literatur als Einflussfaktoren beschrieben [98]. 

Bei genauerer Betrachtung fiel auf, dass die Menge der gewonnenen Sequenzdaten 

besonders zwischen den einzelnen Sequenzierungsläufen deutlich schwankte (siehe Abb. 4). 

Dies ist höchstwahrscheinlich zu einem Großteil auf die erheblich schwankende Anzahl 

funktionsfähiger Nanoporen der Flow Cells zurückzuführen. Sind weniger Poren vorhanden, 

so sinkt der Durchsatz und bei konstanter Sequenzierungszeit konsequenterweise die Menge 

an Sequenzdaten. Da es sich um biologische Poren handelt, unterliegen diese einer gewissen 

alters- und lagerbedingten Degradation sowie eventuellen produktionsbedingten 

Schwankungen. Die maximale Porenanzahl bei MinION Flow Cells wird mit 2.048 angegeben, 

bei weniger als 800 Poren kann die Flow Cell im Rahmen der Garantie umgetauscht werden 

[99]. Unter realen Bedingungen schwankte die Anzahl der Poren in einer Studie zwischen 593 

und 1.458 [100, 101].  

4.4 Ausreichende Coverage 

Die Frage nach einer ausreichenden Coverage ist schwer zu beantworten und richtet sich 

vorrangig nach dem Ziel der Sequenzierung bzw. nach der benötigten Genauigkeit. Da die 

Fehlerrate und die Read-Länge durch die genutzte Sequenzierungstechnologie sowie die 

bioinformatische Pipeline weitgehend vorgegeben sind, kann die Genauigkeit der 

Sequenzierung im Wesentlichen nur durch die Coverage beeinflusst werden. Je geringer die 

Fehlerrate und je höher die Read-Länge, desto kleiner ist tendenziell die benötigte Coverage. 

Wird lediglich eine taxonomische Zuordnung angestrebt, so ist eine vergleichsweise geringe 

Coverage ausreichend [102]. Sollen dagegen einzelne Gene oder gar Einzelnukleotid-

Polymorphismen bzw. Mutationen untersucht werden, wird eine deutlich höhere Coverage 

benötigt. In einer Studie mit Isolaten wird mindestens eine 30-fache Coverage für die ARG-

Analyse mittels Second-Generation Sequenzierung empfohlen [103]. Für die ARG-Analyse 

mittels Nanopore-Sequenzierung wird aufgrund der höheren Fehlerrate (siehe Abschnitt 4.15 

Einschränkungen der Studie) eine mindestens 100-fache Coverage empfohlen [30]. Bei der 

Coverage metagenomischer Proben muss zusätzlich bedacht werden, dass sich die Coverage 

auf alle in der Probe enthaltenen Spezies anteilig aufteilt. Die Coverage muss also für jede 

Spezies separat berechnet werden. 
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In einem kurzen Rechenbeispiel wird eine 100-fache Coverage als ausreichend für die ARG-

Analyse betrachtet. Ein E. coli Genom (Stamm K12) hat die Größe von etwa 4,6 Mbp [83]. Für 

eine 100-fache Coverage wird demnach rund 460 Mb an Sequenzdaten des Genoms benötigt. 

In dieser Studie wurden durchschnittlich 3.300 Mb an Sequenzdaten aus den 

metagenomischen Proben erzielt, somit genügte ein Anteil von etwa 13,9 % E. coli 

Sequenzen, um eine 100-fache Coverage zu erreichen. Aus einer Probe wurden jedoch 

lediglich 170 Mb an Sequenzdaten erzielt. Hier ist, selbst wenn alle Sequenzen E. coli 

zugeordnet werden können, nur eine 37-fache Coverage möglich. In der Praxis machte die 

kulturell nachgewiesene Spezies trotz relativer Dominanz nur einen Anteil von durchschnittlich 

32,9 % (Min: 0,1 %, Max: 84,7 %, Median: 32,3 %) aus (siehe Abschnitt 4.6 Taxonomische 

Zuordnung und Mikrobiom).  

Für die zuverlässige Analyse von Genvarianten, die sich zum Teil nur durch Einzelnukleotid-

Polymorphismen unterscheiden und Mutationen, die z. B. im Rahmen der 

Fluorchinolonresistenz relevant sind, ist nochmals eine deutlich höhere Coverage erforderlich. 

Eine Studie konnte mit einer 500-fachen Coverage verlässlich Genvarianten bestimmen [104].  

Unter der Annahme einer konstanten Read-Länge und einer konstanten Genomgröße von 

4,6 Mbp wurde durchschnittlich eine hohe Coverage der kulturell nachgewiesenen Spezies in 

den metagenomischen Proben (240-fach) und Isolaten (225-fach) erreicht. Die Schwankungen 

waren jedoch wie zu erwarten sehr groß, insbesondere in den metagenomischen Proben 

(0,13-fach – 759-fach). In 18 von 27 metagenomischen Proben erreichte die kulturell 

nachgewiesene Spezies eine geschätzte Coverage von > 30-fach, in 14 Proben von > 100-

fach und in 5 Proben gar von > 500-fach. Die Coverage der Isolate schwankte deutlich geringer 

(46-fach – 565-fach).  

Zusammenfassend konnte eine ausreichende Coverage für die Identifikation der kulturell 

nachgewiesenen Spezies in allen Proben erreicht werden. Für die ARG-Analyse erreichten 

mutmaßlich etwa die Hälfte aller metagenomischen Proben eine ausreichende Coverage. Die 

zuverlässige Analyse von Genvarianten bzw. Mutationen wäre unter der Voraussetzung einer 

geeigneten bioinformatischen Pipeline nur in wenigen Proben möglich gewesen. 

4.5 Zukünftige Optimierung der Coverage 

Die Coverage wurde im Wesentlichen von 3 Faktoren beeinflusst: Von der extrahierten DNA-

Menge, von der Sequenzierungskapazität der Flow Cell und von dem Anteil der klinisch 

relevanten Spezies an der Gesamtmenge der DNA.  

Die extrahierte DNA-Menge war in 50,7 % der metagenomischen Proben der begrenzende 

Faktor der Coverage. Um mehr DNA für die Sequenzierung zu extrahieren, könnte im Falle 

von Analabstrichen relativ mehr Probenmaterial entnommen werden. Auch könnte die 

Extraktions-Pipeline optimiert werden. Für eine höhere und vor allem konstantere DNA-Menge 
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wäre auch eine Whole Genome Amplifikation denkbar, jedoch müsste hier ein gewisser 

Amplifikationsbias in Kauf genommen werden. 

In 49,3 % der metagenomischen Proben und allen Isolaten limitierte nicht die extrahierte DNA-

Menge, sondern die Sequenzierungskapazität der Flow Cells die Coverage. Durch das 

Barcoden konnten parallel 12 Proben sequenziert und die Kosten gesenkt werden. Jedoch 

teilte sich dafür die Sequenzierungskapazität unter den 12 Proben auf. Mit weniger Proben 

pro Flow Cell ließe sich die Coverage deutlich erhöhen. Andere Studien sequenzierten häufig 

nur eine metagenomische Probe pro Flow Cell [58, 60]. Insbesondere für Echtzeit-

Sequenzierungen empfiehlt es sich auf ein Barcoding zu verzichten, da hier der Durchsatz von 

entscheidender Bedeutung ist.  

Der Anteil der klinisch relevanten Spezies an der Gesamtmenge der DNA ist abgesehen von 

einer Optimierung der Depletion humaner DNA nur schwer beeinflussbar, sofern keine gezielte 

Amplifikation speziesspezifischer Gene vorgenommen wird.  

4.6 Taxonomische Zuordnung und Mikrobiom 

Die metagenomische Sequenzierung von Analabstrichen ermöglicht neben der ARG-Analyse 

auch die Analyse des Mikrobioms der Proben. Mithilfe des aus Abstrichen bestimmten 

Mikrobioms können möglicherweise Rückschlüsse auf das Darmmikrobiom gezogen werden. 

Das Darmmikrobiom übernimmt wichtige Aufgaben bei der Nahrungsverwertung, dem Schutz 

des Darmes vor Pathogenen und dem Training des Immunsystems [105]. Das humane 

Darmmikrobiom ist 150-mal größer als das humane Genom und beherbergt 10-mal so viele 

bakterielle Zellen wie humane Köperzellen [106]. Es wurde bereits vorgeschlagen, das 

Mikrobiom als eigenes Organ zu betrachten [107]. Im Rahmen zahlreicher Erkrankungen kann 

das Darmmikrobiom als Ursache oder Folge verändert sein. Ein Beispiel ist die Dysbiose bei 

einer Clostridioides difficile Infektion. Aber auch im Rahmen von Übergewicht, kolorektalen 

Karzinomen, M. Crohn, Reizdarmsyndrom und vielen weiteren Erkrankungen fiel in Studien 

ein verändertes Mikrobiom auf [108-111].  

Um das Mikrobiom der Proben zu bestimmen, wurden alle Reads mittels Kraken 2 

taxonomisch zugeordnet. Je höher die Ordnung, desto mehr Reads konnten zugeordnet 

werden, auf Familienebene 74,9 %, auf Genusebene 71,0 % und auf Speziesebene 68,8 %. 

Die übrigen Reads waren vermutlich zu kurz für eine Zuordnung. 

Wurden alle Reads der metagenomischen Proben betrachtet, zeigte sich auf den ersten Blick 

eine hohe bakterielle Diversität (1004 verschiedene Genera in allen Proben). Bei einem 

artifiziellen Cut-off von > 1 % aller zugeordneten Reads zeigte sich jedoch eine Dominanz 

einiger weniger Genera (11 verschiedene Genera in allen Proben), die einen Großteil (90,8 

%) aller Reads ausmachten. Eine andere Studie fand in Rektalabstrichen eine vergleichbare 

Diversität mit durchschnittlich 30 verschiedenen Genera bei einem Cut-off von > 0,1 % [112]. 
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Bei einem Cut-off von > 0,1 % aller zugeordneten Reads wurden in dieser Studie 32 

verschiedene Genera gefunden.  

Die normale Darmflora ist interindividuell sehr verschieden. Meist wird das Darmmikrobiom 

anhand von Stuhlproben analysiert und besteht dann in aller Regel auf Phylaebene 

größtenteils aus Firmicutes (Bacillota), Bacteroidetes (Bacteroidota), Actinobacteria 

(Actinomycetota), Proteobacteria (Pseudomonadota) und Verrucomicrobiota [113]. Alle 

MRGN-relevanten Bakterien gehören zum Phylum Proteobacteria (Pseudomonadota). Diese 

machten je nach Studie 0,1 %, 1 % bzw. 9,3 % des normalen Darmmikrobioms aus [114-117]. 

Das Mikrobiom der Analabstriche dieser Studie unterschied sich signifikant von der normalen 

Darmflora. Es dominierten die zu den Proteobacteria gehörenden Enterobacterales mit 44,0 % 

aller Reads im Großteil der Proben. Interindividuelle Unterschiede alleine können diese 

Diskrepanz nicht erklären.  

Das Darmmikrobiom unterscheidet sich je nach bakteriellen Wachstumsbedingungen im 

Verlauf des Darmtraktes. Somit hat auch der Probenursprung einen Einfluss auf die 

Zusammensetzung. Das Mikrobiom aus Stuhlproben muss also nicht dem Mikrobiom aus 

Analabstrichen entsprechen. Studien, die explizit das anale oder rektale Mikrobiom mithilfe 

von Abstrichen untersuchten, kamen zu unterschiedlichen Ergebnissen. Einige Studien heben 

die Ähnlichkeit zu Stuhlproben und damit die Repräsentativität für die Untersuchung des 

Mikrobioms hervor [94, 118, 119]. So überwogen die interindividuellen Unterschiede die 

intraindividuellen Unterschiede nach Probenart deutlich [118]. Andere Studien wiederum 

fanden signifikante Unterschiede in den Abstrichen, wie eine Dominanz von Prevotella und 

Bacteroides bzw. Enterococcus [93, 120]. Tatsächlich fanden auch einige Studien in 

Analabstrichen einen höheren Anteil an Proteobacteria im Vergleich zu Stuhlproben, jedoch 

nicht in dem Umfang wie in dieser Studie [118, 121]. Der höhere Anteil an Proteobacteria 

könnte durch den höheren Sauerstoffgehalt im Bereich des Anus erklärt werden, der das 

Wachstum fakultativ anaerober Bakterien begünstigt. So konnte beispielsweise gezeigt 

werden, dass mukosanah, wo laut Studien ein höherer Sauerstoffgehalt herrscht, mehr 

Proteobacteria (19,3 % vs. 9,3 %) zu finden waren und eine geringere Diversität herrschte als 

im sauerstoffarmen Lumen [122, 123].  

Abgesehen von probenspezifischen Unterschieden könnten auch Veränderungen des 

Mikrobioms im Rahmen von Krankheiten die Abweichung der Proben vom normalen 

Mikrobiom erklären, schließlich stammten viele der Proben von Patienten auf Intensiv- bzw. 

Intermediate-Care-Stationen. Studien zeigen, dass bei kritisch kranken Patienten auf 

Intensivstationen oft eine verringerte mikrobielle Diversität mit einer Überhandnahme von 

Enterobacterales/Proteobacteria herrscht [124, 125]. Auch im Rahmen von 

Inflammationsprozessen wie bei M. Crohn oder dem Reizdarmsyndrom kam es in Studien zu 

einer Zunahme von Enterobacterales [108, 111, 126]. Des Weiteren zeigte sich in einer Studie 
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auch nach Antibiotikatherapie oft eine Dominanz von Proteobacteria, nachdem die 

physiologische Darmflora dezimiert wurde [127]. Auch wenn dies leider nicht erfasst wurde, 

dürften viele der Patienten im Rahmen einer Intensivtherapie vor der Abstrichentnahme 

antibiotisch therapiert worden sein.  

Zuletzt könnte auch ein Selektionsbias während der Lagerung und Probenverarbeitung ein 

Überwiegen der Proteobacteria erklären [123, 128]. Eine Studie zeigte, dass in Stuhl-

Abstrichen nach einigen Tagen ungekühlter Lagerung bis zur Analyse der Anteil von 

Enterobacterales stark zunahm [129]. Die Autoren vermuteten als Ursache für die Vermehrung 

die Sauerstofftoleranz. Durch stets gute Kühlung und zeitnahe Verarbeitung wurde versucht, 

einen solchen Bias während der Lagerung in der durchgeführten Studie gering zu halten. Ein 

Bias während der Probenverarbeitung ist nicht auszuschließen, jedoch dominierten auch in all 

den Vorversuchen mit Analabstrichen und verschiedenen Extraktionsmethoden 

Proteobacteria deutlich. Ein generelles Problem bei der humanen DNA-Depletion betrifft die 

selektive Lyse. Hier werden selektiv humane Zellen lysiert und die frei gewordene DNA 

depletiert. Dabei können jedoch auch tote oder vorgeschädigte bakterielle Zellen lysiert 

werden. Denkbar wäre, dass Proteobacteria von der Probenentnahme bis zur human DNA-

Depletion aufgrund des fakultativ anaeroben Stoffwechsels besser überleben als andere Phyla 

und somit einen höheren Anteil noch lebender Zellen bei der Depletion ausmachten. Allerdings 

finden sich hierzu keine Studien. 

Zusammenfassend kann die Dominanz der Proteobacteria in den Proben (1) teilweise durch 

den Unterschied von Anal- zu Stuhlproben, (2) teilweise durch die Lagerung und 

Probenverarbeitung, aber (3) vermutlich zum größten Teil durch die krankheitsbedingten 

Änderungen des Mikrobioms erklärt werden.  

Im Zusammenhang mit der Dominanz der Proteobacteria, zeigte sich auch eine Dominanz der 

jeweils kulturell nachgewiesenen Spezies. Sie machte in MRGN-positiven Proben 

durchschnittlich fast ein Drittel (32,9 %) aller Reads aus und dominierte in über der Hälfte der 

Proben (51,9 %) die zugeordneten Reads auf Speziesebene. Die möglichen Ursachen hierfür 

entsprechen weitgehend den oben genannten Faktoren für die Dominanz der Proteobacteria. 

Hervorzuheben ist, dass in MRGN-positiven Proben trotz mehr Sequenzdaten eine etwas 

geringere Diversität (535 vs. 556 Genera bzw. 5,9 vs. 6,6 Genera mit Cut-off von > 1 %) 

vorgefunden wurde, vermutlich aufgrund der Dominanz der kulturell nachgewiesenen Spezies. 

Dies könnte suggerieren, dass Antibiotikaresistenzen zu einer höheren Dominanz im 

Mikrobiom führen. Es liegt aber wahrscheinlich lediglich darin begründet, dass viele der 

Patienten in der Zeit vor Probenabnahme antibiotisch therapiert wurden und somit ein 

Selektionsvorteil für resistente Bakterien bestand.  
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Nach Diskussion der mikrobiologischen und methodischen Einflussfaktoren vor und während 

der Sequenzierung muss zuletzt die bioinformatische Auswertung betrachtet und hinterfragt 

werden. Anhand der Anzahl taxonomisch zugeordneter Reads wurde auf die 

Zusammensetzung des Mikrobioms geschlossen. Dieser Rückschluss ist jedoch nur unter der 

Annahme einer konstanten Read-Länge und einer konstanten Genomgröße zutreffend. Ein 

größeres Genom führt durchschnittlich zu mehr Reads, ebenso ein stark fragmentiertes 

Genom. Beides suggeriert durch mehr Reads einen höheren Anteil am Mikrobiom, der in 

Wahrheit nicht gegeben ist. Da jedoch eine zufällige Verteilung der Read-Längen erwartet 

wird, dürfte die Zählung der Reads trotzdem eine näherungsweise Abschätzung der 

Zusammensetzung des Mikrobioms erlauben.  

Eine genauere Abschätzung der Zusammensetzung ist mittels der Coverage möglich, die laut 

einer Studie tatsächlich mit der Konzentration in der Ausgangsprobe korrelierte [58]. Dies ist 

auch nicht verwunderlich, da die Berechnung der Coverage (Anzahl der Reads * 

Durchschnittliche Reads-Länge / Genomgröße) alle oben genannten Einflussfaktoren 

berücksichtigt [130]. Die Berechnung der Coverage jedes einzelnen Taxons wäre jedoch sehr 

aufwändig gewesen, zumal die genauen Daten der Read-Längen fehlten. 

4.7 Resistenzgenanalyse 

Mittels CARD-Datenbank und der bioinformatischen Software wurden alle Reads nach 

möglichen ARG durchsucht. In MRGN-positiven Proben wurden auf 0,92 % und in MRGN-

negativen Proben auf 0,75 % aller Reads ARG gefunden (Tab. 2). Dabei nahm die Software 

die ARG-Variante an, die die höchste, mindestens aber eine 80%ige Übereinstimmung zeigte. 

Die Festlegung eines gewissen Toleranzbereiches ist üblich. Insbesondere auf kurzen Reads 

liegen häufig nur Fragmente von Genen vor. Außerdem bestimmt die Sequenzierung nicht 

jede Base korrekt. Auch andere Studien nutzten für die Übereinstimmung einen Cut-off von 

80 % [60, 131]. Problematisch ist dieser Toleranzbereich, sofern Mutationen oder 

Genvarianten sicher bestimmt werden sollen, die sich zum Teil nur durch Einzelnukleotid-

Polymorphismen unterscheiden. Der Austausch einer oder mehrerer Basen muss nicht 

relevant sein, kann aber zu funktionellen Unterschieden in ARG führen. Diese betreffen 

beispielsweise die Resistenz gegen ein bestimmtes Antibiotikum einer Klasse oder die 

Anfälligkeit für eine Hemmung gegenüber bestimmten Adjuvantien [60, 132]. Die Genvarianten 

der GIM-Carbapenemase, blaGIM-1 und blaGIM-2 (gefunden in Probe P03, siehe Tab. 7) bestehen 

laut CARD-Datenbank beide aus 761 Basen und unterscheiden sich nur durch eine Base, das 

entspricht einer Übereinstimmung von 99,9 %. Hier ist klar, dass eine 80%ige 

Übereinstimmung keine sichere Unterscheidung ermöglicht, ganz abgesehen von der 

Fehlerrate der Nanopore-Sequenzierung (siehe Abschnitt 4.15 Einschränkungen der Studie). 

Auch eine andere Studie, die einen Cut-off von 80 % und Nanopore-Sequenzierung nutzte, 

hatte Probleme mit der sicheren Identifikation von Genvarianten. Im Falle des 
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Betalaktamasegens blaCTX-M wurden beispielsweise mittels Nanopore-Sequenzierung u. a. die 

Varianten 1, 3, 15, 52 und 114 gefunden. In der zur Kontrolle durchgeführten Illumina-

Sequenzierung derselben Probe zeigte sich lediglich die Variante 15 [60].   

Jedoch gibt es auch Genvarianten, die sich stärker im genetischen Code und vermutlich auch 

funktionell voneinander unterscheiden. Die OXA-Betalaktamasen blaOXA-1 und blaOXA-2 weisen 

nur eine Übereinstimmung von etwa 48 % auf [90]. Hier sollte mit der verwendeten Pipeline 

eine sichere Unterscheidung möglich sein.  

Interessant ist der Ansatz der Zuordnung mit einer hierarchischen Datenbank (Resfams): 

Wenn keine sichere Übereinstimmung zu einer ARG-Variante gefunden wird, wird nicht die 

ähnlichste Variante angenommen, sondern nur die Genfamilie bestimmt (z. B. blaGIM) [133]. 

Dadurch lässt sich eine falsche Genauigkeit verhindern, die häufig für die Funktionalität des 

Gens keine Bedeutung hat. 

Insgesamt wurden 717 verschiedene ARG bzw. ARG-Varianten in allen metagenomischen 

Proben gefunden. Verglichen mit ähnlichen Studien (183 ARG in 41 respiratorischen Proben 

[61], 146 ARG in 4 Stuhlproben [58]) wurden sehr viel mehr ARG gefunden. Dies lag vermutlich 

hauptsächlich daran, dass im Gegensatz zu den beiden oben genannten Studien auf Cut-off 

Werte bezüglich einer Mindestanzahl an Reads der ARG oder eines Qualitätsscores bei der 

Sequenzierung, verzichtet wurde. Dadurch wurden auch ARG berücksichtigt, die 

beispielsweise nur auf einem Read gefunden und möglicherweise fehlklassifiziert wurden. 

Aber auch die benutzte ARG-Datenbank könnte eine Rolle gespielt haben. Eine Studie zum 

Vergleich bioinformatischer Pipelines verschiedener Laboratorien zeigte, dass alle Pipelines, 

die die CARD-Datenbank nutzten, besonders viele ARG fanden, insbesondere 

Effluxpumpengene [103]. Zuletzt wurde auch eine vergleichsweise hohe Anzahl an Proben 

analysiert. 

In MRGN-positiven Proben wurden je Probe durchschnittlich mehr verschiedene ARG (151,5 

vs. 97,8), mehr ARG-Reads (10.060 vs. 7.624) und mehr ARG-Reads pro Gb (2.628,9 vs. 

2.040,7) gefunden. Bei Nachweis eines multiresistenten Erregers in den MRGN-positiven 

Proben ist dieser Unterschied zu erwarten gewesen. In MRGN-negativen Proben wurden 

jedoch mehr verschiedene ARG pro Gb (79,7 vs. 64,3) gefunden. Dies könnte durch die etwas 

höhere Diversität in MRGN-negativen Proben bei weniger Sequenzdaten erklärt werden (siehe 

Abschnitt 4.6 Taxonomische Zuordnung und Mikrobiom). 

4.8 Zuordnung zum Resistenzmechanismus und zu den Antibiotikaklassen 

Mittels CARD-Datenbank wurde jedem ARG der Resistenzmechanismus zugeordnet [134]. 

ARG-Reads von Enterobacterales und Pseudomonadaceae wurden überwiegend 

Effluxpumpengenen zugeordnet (71,5 %). Dies verdeutlicht die Relevanz von Effluxpumpen 

in der natürlichen Resistenz gramnegativer Bakterien. Auch in einer anderen Studie, die 
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Darmmikrobiota untersuchte, wurden die meisten ARG-Reads Effluxpumpengenen 

zugeordnet [58]. Anzumerken ist, dass viele Effluxpumpen aus 3 Untereinheiten bestehen, die 

jeweils durch ein eigenes Gen kodiert werden. Jedes dieser Untereinheitengene wird separat 

gezählt. Weiterhin sind Effluxpumpengene bis auf wenige Ausnahmen chromosomal kodiert 

und wurden somit gut von der verwendeten Pipeline erkannt und taxonomisch zugeordnet 

[135, 136]. Außerdem sorgte die Nutzung der CARD-Datenbank, wie zuvor erwähnt, für die 

Erkennung besonders vieler Effluxpumpengene [103, 137]. Bei allen übrigen Familien, außer 

Enterobacterales und Pseudomonaceae, machten Effluxpumpengene einen deutlich 

geringeren Anteil (26,3 %) aus.  

Problematisch ist die Interpretation von Effluxpumpengenen bezüglich ihrer Funktion. Sie 

werden häufig eher gering exprimiert, können aber bei einer Überexpression oder in 

Kombination mit anderen ARG zu ausgeprägten Resistenzen führen [138-140]. Eine Studie 

konnte anhand von E. coli zeigen, dass nach Inaktivierung der Effluxpumpe AcrAB eine 

Gyrasemutation nicht mehr in der Lage war, eine klinische Fluorchinolonresistenz zu 

verursachen [141]. Umgekehrt konnte gezeigt werden, dass Betalaktamasen ohne 

Carbapenemasefunktion bzw. mit geringer Affinität zu Carbapenemen in Zusammenspiel mit 

bestimmten Effluxpumpen zu einer phänotypischen Carbapenemresistenz führen können [21, 

22]. Aufgrund der hohen Relevanz wird bereits seit längerem an Effluxpumpen-Inhibitoren 

geforscht [142]. 

ARG-Reads, die mit einer Antibiotikainaktivierung (z. B. durch Betalaktamasen) assoziiert 

wurden, machten bei Enterobacterales und Pseudomonadaceae nur 13,5 % aus, bei allen 

übrigen Familien immerhin 32,0 %. Dies zeigt, dass sich bakterielle Familien zum Teil stark 

hinsichtlich der genutzten Resistenzmechanismen unterscheiden. 

4.9 Resistenzgenanalyse der kulturell nachgewiesenen Spezies 

Ebenfalls wurden mittels CARD-Datenbank jedem ARG alle potenziell beeinflussten 

Antibiotikaklassen zugeordnet. Dies erlaubte die Durchführung einer genotypischen 

Resistenztestung der kulturell nachgewiesenen Spezies. 

4.9.1 Spezieszuordnung 

Um gezielt nur die ARG der jeweils kulturell nachgewiesenen Spezies zu analysieren, wurde 

die Zuordnung der ARG-Reads anhand der flankierenden Regionen genutzt. Abgesehen von 

einer anderen Studie, die in dieser Form jedoch nur wenige Proben analysierte, war dies ein 

Alleinstellungsmerkmal der Studie [58]. Für zukünftige metagenomische Testungen direkt aus 

Patientenproben ist die Zuordnung von ARG zur Ursprungsspezies eine wesentliche 

Voraussetzung und dürfte in den kommenden Jahren an Bedeutung gewinnen. 

Fast alle ARG-Reads (80,8 %) wurden mit einer sehr hohen Genauigkeit (97,7 %) auf 

Speziesebene zugeordnet. Eine wesentliche Limitation war jedoch, dass auf diese Weise 
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extrachromosomale ARG-Reads auf Plasmiden nicht zugeordnet werden konnten. Die 

Einbindung einer Plasmid-Datenbank könnte dieses Problem in Zukunft lösen. Auch konnten 

ARG-Reads nicht zugeordnet werden, wenn die flankierenden Regionen zu kurz waren. Hier 

könnte in Zukunft die Assemblierung der kurzen Reads zu Contigs Abhilfe schaffen. Welcher 

Anteil der nicht zugeordneten ARG-Reads durch extrachromosomale Gene und welcher Anteil 

durch zu kurze Reads verursacht wurde, ist ungewiss. Anhand der Präsenz von 

Effluxpumpengenen, die ganz überwiegend chromosomal vorliegen, wurde eine Schätzung 

durchgeführt [135, 136]. Auf taxonomisch zugeordneten ARG-Reads wurden 67,2 % 

Effluxpumpengene gefunden, auf taxonomisch nicht zugeordneten ARG-Reads, die offenbar 

zu kurz für eine Zuordnung waren, 50,6 %. Dies spräche dafür, dass etwa 3/4 der nicht 

zugeordneten ARG-Reads zu kurz für eine Zuordnung waren und 1/4 aufgrund eines 

extrachromosomalen Ursprungs nicht zugeordnet werden konnte.  

Auch kann bei der Spezieszuordnung nicht sichergestellt werden, dass die Kombination aus 

ARG, die zu einer genotypisch prognostizierten Multiresistenz führen, alle ihren Ursprung im 

gleichen Zellklon haben. So wäre es denkbar, dass ein Bakterienklon der Spezies ARG für 

eine Carbapenemresistenz aufweist, ein anderer Bakterienklon der gleichen Spezies ARG für 

eine Fluorchinolonresistenz. Sofern beide Bakterienklone ARG für eine Penicillin- und 

Cephalosporinresistenz aufweisen, würde bei der genotypischen Resistenzvorhersage auf 

Speziesebene ein 4MRGN-Erreger detektiert werden, obwohl kulturell beide Bakterienklone 

für sich genommen nur als 3MRGN interpretiert worden wären.  

4.9.2 Grundlagen der genotypischen Resistenztestung 

Es gibt grundsätzlich zwei verschiedene Möglichkeiten genotypische Resistenztestungen 

auszuwerten: Die regelbasierte Auswertung und die Machine-Learning basierte Auswertung. 

Einfacher und in Studien (noch) häufiger angewandt wird die regelbasierte Auswertung. Hier 

werden Kriterien festgelegt, nach denen ein Erreger als resistent bzw. sensibel interpretiert 

wird. Häufig wird hierzu eine ARG-Datenbank (z. B. CARD) bzw. eine Liste an Markergenen 

verwendet. Studien, die gezielt einzelne Spezies untersuchten und hierfür individuelle 

Markergene festlegten, zeigten bessere Ergebnisse, als Studien die vorgefertigte 

Gendatenbanken nutzten [62-65, 137]. Ursächlich hierfür sind vor allem (speziesspezifische) 

Unterschiede hinsichtlich der Relevanz einzelner ARG, die durch heutige Gendatenbanken oft 

nicht berücksichtigt werden. Unabhängig davon, ob eine fertige Datenbank oder individuelle 

Markergene verwendet werden, wird in der Regel bei Anwesenheit eines entsprechenden 

ARG eine Resistenz angenommen und bei Abwesenheit eine Sensibilität [51, 143]. Hinzu 

kommen häufig Cut-off Werte bezüglich der Übereinstimmung mit der Datenbank, der 

Mindestanzahl an Reads und weiterer Kenngrößen. Regelbasierte 

Resistenzvorhersagemodelle neigen jedoch zu einer binären Darstellung und kennen häufig 

keine Abstufungen, wie die MHK in der kulturellen Testung. Auch haben viele regelbasierte 
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Auswertungen Probleme mit Resistenzen, die nicht auf der Anwesenheit bekannter ARG 

beruhen, sondern auf der Abwesenheit (z. B. durch Porinverlust) oder auf intrinsischen 

Resistenzen (z. B. die Resistenz gramnegativer Bakterien gegenüber Glycopeptiden aufgrund 

der impermeablen äußeren Membran) [144, 145].  

Machine-Learning basierte Auswertungen trainieren eine künstliche Intelligenz mithilfe von 

bekannten ARG-Konstellationen und dem zugehörigen phänotypischen Ergebnis. Der größte 

Vorteil ist, zumindest theoretisch, dass alle Gene berücksichtigt werden können, auch die, die 

nur einen geringen Einfluss haben (z. B. Effluxpumpengene) oder sogar negativ mit einer 

Resistenz korrelieren. Dies ermöglicht eine abstufende Bewertung, ähnlich der MHK, und die 

Bewertung der Resistenz gegenüber individuellen Antibiotika und nicht nur gegenüber 

Antibiotikaklassen. Außerdem kann die Genauigkeit im Laufe der Zeit immer weiter verbessert 

werden. Angesichts dieser Vorteile ist es nicht verwunderlich, dass Machine-Learning basierte 

Auswertungen oft eine bessere Übereinstimmung mit der kulturellen Testung zeigen, als 

regelbasierte. Bei Auswahl sinnvoller Markergene und Regeln war der Unterschied in Studien 

jedoch gering (89,0 % vs. 90,3 %) [30, 133]. Als wesentlicher Nachteil gilt, dass Fehler oft nur 

schwer nachzuvollziehen sind. Außerdem werden sehr viele Trainingsdurchläufe benötigt, um 

auch seltene Gen-Konstellationen korrekt zu bewerten.  

Gemeinsam ist beiden Ansätzen, dass die Prädiktion umso besser und aussagekräftiger wird, 

je mehr Metadaten einfließen, auch klinische und epidemiologische (z. B. Spezies, Ort der 

Infektion bzw. Probenabnahme und geografische Herkunft des Patienten) [146]. Hier gibt es 

eine Parallele zu den Breakpoints der kulturellen Testung, die ebenfalls viele Einflussfaktoren 

berücksichtigen müssen (z. B. Spezies und Pharmakokinetik des untersuchten Antibiotikums).  

4.9.3 Auswertung 

Der Einfachheit halber wurde die Entscheidung für eine regelbasierte Auswertung mittels 

CARD-Datenbank getroffen.  

Zuerst wurde quantitativ die Anzahl der verschiedenen ARG bzw. ARG-Reads bei 

phänotypisch carbapenemresistenten und -sensiblen Bakterien verglichen. Die phänotypische 

Antibiotikaresistenz korrelierte im Durchschnitt positiv mit der Anzahl assoziierter ARG und 

ARG-Reads – auch adjustiert an die stark schwankende Menge an Sequenzdaten und bei 

einem Cut-off von > 1 Read (siehe Tab. 3 und 4). Jedoch standen für diesen Vergleich lediglich 

4 Proben mit einer phänotypisch nachgewiesenen carbapenemresistenten Spezies zur 

Verfügung. Bezüglich der Einzelproben gab es zahlreiche Überschneidungen, sodass kein 

sinnvoller Cut-off Wert festgelegt werden konnte, um eine Resistenz oder Sensibilität sicher 

vorherzusagen. Alle anderen Antibiotikaklassen konnten auf diese Weise nicht verglichen 

werden, da alle MRGN-Erreger zwangsläufig gegen Penicilline, Cephalosporine und 
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Fluorchinolone resistent waren und Proben mit phänotypisch sensibel getesteten Erregern als 

Vergleich fehlten. 

Als nächstes wurde eine Auswertungsregel formuliert. Aufgrund des Screening-Settings und 

der Devise besser eine Resistenz zu überschätzen als eine potenzielle Resistenz zu 

übersehen, wurde die Regel relativ großzügig gefasst. Eine Resistenz wurde angenommen, 

sobald ein ARG nachgewiesen werden konnte, das laut Beschreibung der CARD-Datenbank 

potenziell in der Lage war, eine Resistenz zu vermitteln. Bei ARG, die nur für eine Untereinheit 

kodierten bzw. auf weitere ARG angewiesen waren, wurde angenommen, dass nur bei 

Anwesenheit aller abhängigen ARG die Funktion des ARG gegeben war. Auf diese Weise 

wurden Regulatorgene ausgeschlossen, die laut Beschreibung nicht in der Lage waren eine 

Resistenz zu vermitteln. Ebenso wurden einzelne Effluxpumpengene ausgeschlossen, die laut 

Beschreibung auf weitere, nicht anwesende Untereinheitengene angewiesen waren. Bei 

Abwesenheit entsprechender ARG wurde eine Sensibilität angenommen. Um falsch positiven 

Ergebnissen vorzubeugen kann eine Mindestanzahl von Reads festgelegt werden, bevor ein 

ARG gezählt wird. Im Gegensatz zu vielen Studien, die Isolate analysierten, wurde jedoch 

aufgrund der geringen Sequenzdaten einiger Proben auf eine Mindestanzahl von 

Reads verzichtet [30]. 

4.9.4 Bestätigung phänotypischer Resistenzen in MRGN-positiven Proben 

Etwas über die Hälfte der Proben (14 von 27) wurde mithilfe der Prädiktion genau wie in der 

kulturellen MRGN-Diagnostik bewertet. Viele Proben (9 von 27) wurden überschätzt als 

4MRGN, aber nur wenige Proben (2 von 27) wurden unterschätzt als MRGN-negativ. Eine 

Probe wurde weder über-, noch unterschätzt, wies jedoch statt einer Fluorchinolonresistenz 

eine potenzielle Carbapenemresistenz auf. Die drei letztgenannten Proben, in denen die 

Resistenz unterschätzt wurde, bzw. nicht alle Resistenzen erklärt werden konnten, waren 

zugleich auch die Proben mit der geringsten geschätzten Coverage der jeweils kulturell 

nachgewiesenen Spezies (< 1-fach). Dies verdeutlicht die Relevanz einer ausreichenden 

Menge an Sequenzdaten. 

4.9.5 Suche nach potenziellen MRGN-Erregern in MRGN-negativen Proben 

Mithilfe dieser Auswertungsregel wurden jedoch auch in den 8 exemplarisch untersuchten 

MRGN-negativen Proben zahlreiche potenzielle MRGN-Erreger gefunden (siehe Tab. 6). In 

allen untersuchten Proben wurden mindestens 2, einmal sogar 3 potenzielle MRGN-Erreger 

entdeckt.  

Das Ergebnis deutet darauf hin, dass die verwendete, regelbasierte Auswertung zwar sensitiv, 

aber gleichzeitig zu unspezifisch war. Hauptgrund für die Überschätzung im Hinblick auf die 

Carbapenemresistenz war vermutlich die Berücksichtigung von Genen fraglich potenter 

Breitspektrum-Betalaktamasen, veränderter Porine und Effluxpumpen. Umgekehrt kann das 
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Ergebnis aber auch im Hinblick auf eine möglicherweise geringere Sensitivität des kulturellen 

Verfahrens hin interpretiert werden. 

Mit einer strenger gefassten Regel hätte die Überprädiktion reduziert werden können, dabei 

wären jedoch wichtige phänotypisch nachgewiesene Resistenzen übersehen worden. 

4.10 Schwierigkeiten bei der Interpretation 

Die Interpretation der ARG war neben den Schwankungen der Coverage das Hauptproblem 

der Studie.  

4.10.1 ARG-Datenbank 

Die CARD-Datenbank ist im Hinblick auf die Antibiotikaklassen Zuordnung sehr umfassend, 

nimmt aber keine Wertung oder Gewichtung der ARG vor. So werden einerseits ARG mit einer 

Antibiotikaklasse assoziiert, die mit hoher Wahrscheinlichkeit zu einer Resistenz führen (z. B. 

Carbapenemasegene), andererseits aber auch ARG, die für sich genommen praktisch nie zu 

einer Resistenz führen oder sehr von der Expression abhängig sind [147]. Als Beispiele zu 

nennen sind Regulatorgene, Effluxpumpen(-Untereinheiten)-Gene, Poringene und 

Breitspektrum-Betalaktamasegene von Betalaktamasen mit einer fraglichen Hydrolyseaktivität 

gegenüber Carbapenemen (z. B. blaSHV) [148, 149]. Die Überschätzung von Resistenzen bzw. 

die Unfähigkeit sensible Keime zu identifizieren ist ein bekanntes Problem und wurde bereits 

in früheren Publikationen beschrieben [103, 137]. Hierbei zeigte sich auch der Einfluss der 

Datenbank und der Ein-/Ausschlusskriterien bei der Auswahl der relevanten Gene. Mittels 

einer anderen Datenbank (ResFinder) gelang zwar insgesamt eine bessere Prädiktion, jedoch 

wurden im Vergleich zur CARD-Datenbank mehr Resistenzen übersehen [137]. 

Ein weiterer Kritikpunkt der CARD-Datenbank ist die fehlende Information bezüglich 

Resistenzen gegenüber individuellen Antibiotika und nicht nur Antibiotikaklassen. Dies 

schränkt aktuell den klinischen Nutzen stark ein. Auch die Spezies, die das ARG trägt, wird 

nicht berücksichtigt. Die ResFinder-Datenbank ermöglicht in der neusten Version (2020) die 

Zuordnung zu individuellen Antibiotika und berücksichtigt ausgewählte Spezies [150]. Dies 

zeigt die enorme Entwicklungsgeschwindigkeit.  

4.10.2 Expression 

Mit der verwendeten Pipeline konnte lediglich die Existenz von ARG nachgewiesen werden, 

nicht die Expression. Dies ist ein generelles Problem genotypischer Testverfahren. Studien 

fanden beispielsweise Gene der Betalaktamasen blaTEM-1 und blaCTX-M im Genom von sensibel 

auf Amoxicillin bzw. Ceftazidim getesteten E. coli [64, 151]. Die Balance aus Sensitivität durch 

Einschluss möglichst vieler Markergene und Spezifität durch Ausschluss möglichst vieler stark 

expressionsabhängiger Markergene ist mittels regelbasierter Auswertung schwer zu finden.  
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Die Expression ist unter anderem abhängig von der Ursprungsspezies, bestimmten 

Regulatorgenen und Promotorregionen sowie der Anzahl an Genkopien, die vor allem auf 

Plasmiden relevant ist [133, 152]. Diese Faktoren werden wiederum durch Umwelteinflüsse 

und epigenetische Modifikationen beeinflusst [153]. Umfassende bioinformatische Modelle 

oder Expressionsanalysen mittels RNA-Sequenzierung könnten Aufschluss über die 

Expression geben [154, 155].  

Erste Studien, die eine parallele Analyse von Resistom und ARG-Transkriptom untersuchten, 

wurden bereits durchgeführt [156, 157]. Als Transkriptom wird die Gesamtheit aller RNA-

Moleküle eines Mikrobioms zu einem definierten Zeitpunkt bezeichnet. Eine Studie konnte 

eine deutlich verbesserte Prädiktion von Antibiotikaresistenzen durch die Kombination aus 

DNA- und RNA-Sequenzierung zeigen [157].  

Was die Aussagekraft einer Expressionsanalyse schmälert, ist die Tatsache, dass die 

Expression einiger ARG wie oben beschrieben in vivo unter wechselnden 

Umgebungsbedingungen variieren kann und häufig erst unter Antibiotikaeinfluss induziert 

wird. Eine Studie zeigte außerdem, dass die Expression viele ARG während einer Infektion in 

vivo deutlich stärker gesteigert wird, als in vitro [158].  

Auch die generelle metabolische Aktivität eines Erregers entscheidet über die 

Antibiotikaresistenz. Bakterien in Ruhephase mit einem reduzierten Stoffwechsel, sogenannte 

Persister, die unter Umständen kulturell gar nicht nachgewiesen oder als sensitiv eingestuft 

wurden, überleben Antibiotikatherapien und können wiederkehrende Infektionen verursachen 

[159, 160]. Dies gilt insbesondere für Bakterien, die in der Lage sind Biofilme zu bilden [161]. 

Interessanterweise scheinen auch Effluxpumpen eine große Rolle für das Überleben von 

Persistern zu spielen. Studien zeigen, dass sie trotz reduziertem Stoffwechsel oft stark 

exprimiert werden [162]. Bestimmte Effluxpumpen (AcrAB-TolC) sind sogar in der Lage neben 

ihrer Hauptfunktion die Expression von DNA-Reperaturgenen (z. B. mutS) zu mindern und auf 

diese Weise den Erwerb neuer Mutationen zu fördern [163]. So könnten Effluxpumpen bei 

einer Überexpression eine wichtige Rolle bei dem Übergang von einer Low-level Resistenz zu 

einer klinischen Resistenz spielen [164]. 

4.11 Gezielte Suche nach Markergenen 

Die gezielte Suche nach ausgewählten Markergenen war zielführender als die Anwendung der 

Auswertungsregel anhand der CARD-Datenbank (siehe Tab. 7). Dies beruhte insbesondere 

auf der Bewertung der gefundenen Resistenzgene nach ihrer Relevanz, welche von der 

CARD-Datenbank nicht vorgenommen wird (siehe 4.10 Schwierigkeiten bei der Interpretation). 
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4.11.1 Penicilline und Cephalosporine 

Alle MRGN-Erreger sind per se penicillin- und cephalosporinresistent. Tatsächlich konnten die 

phänotypischen Cephalosporin- und Penicillinresistenzen aller kulturell nachgewiesenen 

MRGN-Spezies mit einer über 1-fachen Coverage (P13 und P20 ausgenommen) durch die 

Anwesenheit von Betalaktamasegenen bestätigt werden. Einschränkend muss hinzugefügt 

werden, dass die Wirkspektren der einzelnen Betalaktamasen bzw. der Genvarianten nicht im 

Einzelnen betrachtet wurden, da die CARD-Datenbank keine genaue Differenzierung 

ermöglichte und Genvarianten, wie bereits erwähnt, nicht sicher identifiziert werden konnten. 

Eine weitere Limitation war, dass keine Negativkontrollen, d.h. keine kulturell penicillin- bzw. 

cephalosporinsensibel getesteten Erreger in die Studie eingeschlossen wurden. 

In MRGN-negativen Proben wurden zahlreiche Spezies gefunden, denen Reads von 

Betalaktamasegenen zugeordnet wurden. Dies war jedoch zu erwarten, da 

Betalaktamasegene sehr häufig sind und nicht per se zu einer Multiresistenz führen.  

4.11.2 Fluorchinolone 

Alle MRGN-Erreger sind in der Regel fluorchinolonresistent (hier bis auf P14: I, siehe Tab. 5). 

Fluorchinolonresistenzen beruhen meist auf Topoisomerasemutationen (gyrA, gyrB, parC und 

parE) [86]. Interessanterweise wurde gezeigt, dass die MHK parallel zur Anzahl der 

Topoisomerasemutationen zunimmt. Für eine klinisch relevante Resistenz sind häufig 

mindestens 2 Mutationen notwendig [165]. Abgesehen von den Topoisomerasemutationen 

scheinen Effluxpumpen eine wichtige Rolle bei der Fluorchinolonresistenz zu spielen. Studien 

konnten bei einem erheblichen Anteil phänotypisch fluorchinolonresistent getesteter Bakterien 

Effluxpumpengene nachweisen [166, 167]. Die Relevanz von Effluxpumpen (insb. AcrAB-

TolC) könnte insbesondere in der Anhebung subklinischer Resistenzen zu klinisch 

ausgeprägten Resistenzen liegen. Eine Studie konnte zeigen, dass durch Anwesenheit von 

Effluxpumpen die MHK eines Isolates mit nur einer gyrA Mutation mindestens um das 16-

fache gesteigert werden konnte [166]. Fluorchinolonresistenzen ohne 

Topoisomerasemutationen werden jedoch in der Literatur nur sehr vereinzelt beschrieben und 

scheinen die Ausnahme zu sein [168]. Aus diesen Erkenntnissen wird ersichtlich, dass der 

Nachweis von Topoisomerasemutationen für die genotypische Resisitenzdiagnostik von 

Fluorchinolonen entscheidend ist. Studien konnten insbesondere für Mutationen in den Genen 

gyrA und parC eine hohe Übereinstimmung mit der kulturellen Testung zeigen [147, 157]. 

Topoisomerasemutationen konnten mit der verwendeten bioinformatischen Pipeline jedoch 

nicht nachgewiesen werden, da nur nach dezidierten ARG gesucht werden konnte und nicht 

nach mutierten Struktur- und Regulatorgenen. Auch hätte die Genauigkeit nicht ausgereicht, 

um Punktmutationen sicher zu identifizieren. Dies ist eine wesentliche Limitation der Studie. 
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Reads von Effluxpumpengenen, die zahlreich gefunden wurden und die laut Beschreibung der 

CARD-Datenbank mit einer Fluorchinolonresistenz assoziiert sind, fanden sich in allen Proben 

mit einer über 1-fachen Coverage der kulturell nachgewiesenen Spezies (ausgenommen P08, 

P13 und P20).  

4.11.3 Carbapeneme 

Klinisch relevante Carbapenemresistenzen in Enterobacterales werden zu einem Großteil, je 

nach Studie zwischen 73 % und 98 %, durch Carbapenemasen verursacht [87, 88]. Weiterhin 

wurde gezeigt, dass eine fast 100%ige Übereinstimmung zwischen der Präsenz von 

Carbapenemasegenen und der phänotypischen Carbapenemresistenz besteht [147]. In den 

vier MRGN-positiven Proben mit kulturell carbapenemresistent getesteten Spezies gelang der 

Nachweis von Carbapenemasegenen mit Spezieszuordnung in einer Probe (P05, geschätzte 

Coverage 556-fach), in einer weiteren Probe ohne Spezieszuordnung (P03, geschätzte 

Coverage 17-fach) und in zwei Proben nicht (P13 und P14 geschätzte Coverage 0,13-fach 

und 156-fach). In den Isolaten gelang der Nachweis von Carbapenemasegenen (mit 

Spezieszuordnung) in drei von vier Proben (I03, I05 und I13, geschätzte Coverage 52-fach, 

70-fach und 478-fach). In der vierten Probe, dem Isolat I14 (P. aeruginosa, geschätzte 

Coverage 400-fach), konnte weder in der Sequenzierung des Isolates noch in der 

Carbapenemase-PCR, die stets mit dem Ergebnis der Sequenzierung übereinstimmte, ein 

Carbapenemasegen nachgewiesen werden (siehe Tab. 7). Dies verdeutlicht, dass auch 

andere Resistenzmechanismen nicht außer Acht gelassen werden dürfen. In Probe 14 

konnten diesbezüglich die ARG mexA, mexB, oprM und blaampC nachgewiesen werden. 

Studien zeigen, dass die Überexpression des Effluxpumpenkomplexes mexAB-oprM und/oder 

der AmpC Betalaktamase in P. aeruginosa zu einer deutlich erniedrigten Sensibilität 

gegenüber Carbapenemen führen kann [169]. Zu einer klinisch relevanten Resistenz kommt 

es laut Studien aber insbesondere durch die zusätzliche Kombination mit einem OprD 

Porinverlust [170, 171]. Dieser konnte jedoch leider mithilfe der verwendeten 

bioinformatischen Pipeline nicht nachgewiesen werden. 

Resistenzen, die nicht auf Carbapenemasen zurückzuführen sind, scheinen laut den meisten 

Studien eine eher untergeordnete Rolle zu spielen. Eine Studie aus Texas kam 

interessanterweise zu einem anderen Ergebnis [172]. Hier wurde die Mehrheit der 

Carbapenemresistenzen in Enterobacterales nicht durch Carbapenemasen (nur 41 %) 

hervorgerufen. Dies betraf insbesondere Enterobacterales, die von Patienten isoliert wurden, 

die zuvor bereits eine längere Antibiotikatherapie erhielten bzw. häufig in der Notaufnahme 

vorstellig wurden. Daraus lässt sich schlussfolgern, dass Carbapenemresistenzen, die nicht 

durch Carbapenemasen verursacht werden, möglicherweise in stärkerem Maße durch eine 

Anhäufung von Mutationen im Rahmen der Selektion einer Antibiotikatherapie entstehen.  
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Bei allen kulturell carbapenemsensibel getesteten Spezies der MRGN-positiven Proben und 

Isolate wurden keine Reads von Carbapenemasegenen gefunden, die der nachgewiesenen 

Spezies zugeordnet waren. Eine Ausnahme bildete die MRGN-positive Probe (P02, E.coli), in 

der ein einzelner Read des Carbapenemasegens blaCcrA gefunden und zugeordnet wurde. Da 

nur ein einzelner Read gefunden wurde und dieses Gen im entsprechenden Isolat (I02) nicht 

gefunden wurde, ist jedoch von einer Fehlklassifikation auszugehen.  

Die oben genannten Gene mexA, mexB, oprM und blaampC wurden auch bei vielen 

phänotypisch carbapenemsensibel getesteten Spezies nachgewiesen. Dies zeigt, dass sich 

diese ARG ohne weitere Informationen bezüglich Regulation, Expression, Wechselwirkungen 

und eventuellen Genverlusten nicht als Markergene für eine Carbapenemresistenz eignen.  

4.12 Konsensus der ARG in der MRGN-positiven Probe und im Isolat 

Durchschnittlich wurden der kulturell nachgewiesenen Spezies in den MRGN-positiven Proben 

48,8 verschiedene ARG zugeordnet, in den Isolaten 57,4. Eine andere Studie, die ebenfalls 

Enterobacterales untersuchte, fand abhängig von der Spezies durchschnittlich lediglich 4 bis 

11 ARG je Genom, jedoch wurden hierbei keine Varianten berücksichtigt [133]. Die 

vermeintlich genaue Zuordnung zu Genvarianten führte nicht nur zur Erkennung sehr vieler 

ARG, sondern trug auch zu dem relativ schlechten Konsens (66,6 %) zwischen den Isolaten 

und den MRGN-positiven Proben bei (Abb. 9) [61]. Wurde beispielsweise im Isolat blaGIM-1 und 

in der MRGN-positiven Probe blaGIM-2 gefunden, wurde dies bereits als Abweichung gezählt, 

obwohl lediglich eine Base die beiden Varianten voneinander unterscheidet. Mit Anhebung 

des Cut-off auf > 1 Read, um möglicherweise falsch erkannte ARG auszuschließen, und durch 

Ausschluss von Proben mit weniger Reads der kulturell nachgewiesenen Spezies in der 

MRGN-positiven Probe als im Isolat, konnte die Übereinstimmung auf 69,8 % bzw. 81,8 % 

erhöht werden. 

4.13 Vorhersagekraft 

Das Ziel einer jeden Resistenztestung im Rahmen der Therapie ist die verlässliche 

Vorhersage, ob eine bestimmte Antibiotikatherapie in vivo wirksam ist. Für die kulturelle 

Testung zeigte eine Studie einen starken Zusammenhang zwischen dem Testergebnis und 

dem in vivo Outcome [173].  

Das Ziel einer Resistenztestung im Rahmen des MRGN-Screenings ist in der Regel nicht das 

in vivo Outcome einer Antibiotikatherapie vorherzusagen, sondern zu entscheiden, welche 

Patienten isoliert werden sollten, um möglichst effizient die Ausbreitung von Resistenzen bzw. 

ARG zu verhindern. Hierfür ist insbesondere eine hohe Sensitivität entscheidend. Die 

Sensitivität kultureller MRGN-Screening-Diagnostik aus Analabstrichen ist nicht genau 

bekannt. Eine Studie zeigte eine Sensitivität von 90 % für die Detektion einer Kolonisation mit 

Fluorchinolon resistentem E. coli aus Rektal- und Perirektalabstrichen [174]. Während einige 
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Studien gute Detektionsraten carbapenemresistenter Erreger aus Isolaten bzw. 

Rektalabstrichen für das verwendete Selektivmedium CHROMagar KPC nachwiesen, zeigte 

sich in anderen Studien teilweise nur eine Sensitivität von 43 % verglichen mit dem 

SUPACABRA Medium bzw. von 75,4 % verglichen mit einer Vitek 2 Messung [96, 175, 176]. 

Es wäre somit denkbar, dass metagenomische Verfahren, die nicht nur eine repräsentative 

Kolonie untersuchen, sondern die gesamte Probe, eine höhere Sensitivität aufweisen. 

Eventuell könnte gerade hier die genotypische ARG-Bestimmung ihre Stärken ausspielen. 

Auch nicht exprimierte ARG, die therapeutisch keine Relevanz haben, aber ebenso übertragen 

werden und dann unter anderen Bedingungen möglicherweise exprimiert werden, könnten 

erkannt werden. Außerdem könnten bei Ausbrüchen relativ leicht die 

Verwandtschaftsbeziehungen der Erreger mituntersucht werden. 

Schlussendlich werden vermutlich auch bei einem gut funktionierenden genotypischen 

Testverfahren in Zukunft noch kulturelle Testungen benötigt, da sich resistente Bakterien 

schnell weiter entwickeln und genotypische Testungen im Rahmen von Qualitätskontrollen 

angepasst werden müssen [30].  

4.14 Schnelligkeit 

Als Proof-of-Concept Studie wurde nicht das Ziel einer maximalen Geschwindigkeit 

angestrebt. Dennoch ist die Zeitersparnis zwischen Probenabnahme und Ergebnis einer der 

Hauptvorteile, der durch metagenomische Sequenzierung in Zukunft erreicht werden kann. Da 

die Untersuchungszeit unabhängig von der kulturellen Wachstumsgeschwindigkeit ist, 

profitiert insbesondere die Diagnostik langsam wachsender Bakterien. Hervorzuheben ist der 

Zeitfaktor insbesondere bei der kulturellen Mycobacterium tuberculosis Diagnostik, die 

mehrere Wochen benötigt. In einer Studie konnte die Testung mittels metagenomischer 

Sequenzierung um ganze 31 Tage verkürzt werden [66]. 

Verschiedene Studien konnten mithilfe von Nanopore-Sequenzierung eine Echtzeitanalyse 

demonstrieren, sowohl nach Kultivierung aus Isolaten, als auch direkt aus metagenomischen 

Proben [58, 60, 147, 177]. 

Studien, die eine Echtzeitanalyse bei Isolaten durchführten, zeigten, dass die Bestimmung der 

Spezies sehr schnell möglich ist (30 Minuten Sequenzierungszeit), während die Bestimmung 

der ARG länger dauert (2 Stunden Sequenzierungszeit bzw. 8 Stunden ab Kultur) [147, 177]. 

Die sichere Bestimmung von Genvarianten benötigt nochmals deutlich mehr Zeit (10 Stunden 

Sequenzierungszeit bzw. 14 Stunden ab Kultur) [147, 177]. An dieser Stelle sei nochmals auf 

die benötigte Coverage verwiesen, die sich nach dem Ziel der Sequenzierung richtet und mit 

längerer Sequenzierungszeit zunimmt. Nicht einberechnet ist die Kultivierungszeit, die für 

Isolate obligat ist. 
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Studien, die eine Echtzeitanalyse von metagenomischen Proben durchführten, konnten sogar 

noch schnellere Ergebnisse erzielen. Eine Studie, die metagenomische Urinproben (mit einer 

Spezies) untersuchte, konnte innerhalb von 4 Stunden (eine Stunde Sequenzierungszeit) 

Ergebnisse vorweisen [60]. Eine andere Studie konnte aus einer metagenomischen 

Stuhlprobe (90 % K. pneumoniae) innerhalb von 5 Minuten Sequenzierungszeit häufige ARG 

detektieren und taxonomisch zuordnen, seltenere ARG immerhin nach 3-4 Stunden [58].  

Im Vergleich zu vielen anderen Studien wurden in dieser Studie Proben mit einem deutlich 

geringeren Anteil der kulturell nachgewiesenen Spezies (durchschnittlich 32,9 %, mit großer 

Schwankungsbreite) untersucht. Dies erklärt die Entscheidung, den Datenoutput durch die 

Nutzung der gesamten Sequenzierungszeit der Flow Cells zu maximieren, um ein Übersehen 

von ARG zu verhindern und eine möglichst annehmbare Coverage zu erreichen.  

Für die Depletion humaner DNA und die DNA-Isolation wurden ungefähr 3 Stunden benötigt, 

für die Library Preparation und das Barcoden weitere 5 Stunden. Die Sequenzierung war 

jedoch mit 72 Stunden bei weitem der zeitintensivste Arbeitsschritt. Sie könnte durch eine 

Echtzeit Datenauswertung stark beschleunigt werden.  

4.15 Einschränkungen der Studie 

Eine Einschränkung der Studie war die verhältnismäßig geringe Anzahl verwendbarer Proben. 

Diese war größtenteils der aufwändigen und oft nicht möglichen Einwilligung der Probanden 

geschuldet. Bei 63,1 % aller in Frage kommenden Patienten konnte keine Einwilligung 

eingeholt werden. Insbesondere wurden nur 4 Proben mit einer kulturell nachgewiesenen 

carbapenemresistenten Spezies gesammelt, vermutlich aufgrund der vergleichsweise 

geringen Carbapenem-Resistenzraten in Deutschland [44].  

Bezüglich der DNA-Isolation und der nachfolgenden Sequenzierung waren die hohen 

Schwankungsbreiten der DNA-Mengen, der Sequenzdaten und der Coverage der kulturell 

nachgewiesenen Spezies eine Herausforderung. Erschwerend kam die hohe Fehlerrate der 

Nanopore-Sequenzierung hinzu. Diese ist seit der Einführung im Jahr 2012 kontinuierlich 

gesenkt worden, liegt aber Stand 2018 immer noch bei etwa 5-15 % [178-180]. Um dennoch 

möglichst viele ARG zu identifizieren und die flankierenden Regionen der Ursprungsspezies 

zuzuordnen, wurde in der bioinformatischen Pipeline jeweils ein Cut-off von 80 % für die 

Übereinstimmung mit den Gendatenbanken gewählt. Gleichzeitig wurde aufgrund der 

teilweise geringen Coverage auf eine Mindestanzahl an Reads verzichtet. Diese 

Parametrierung hatte zur Folge, dass viele Genvarianten identifiziert wurden. Die teilweise nur 

minimalen Unterschiede zwischen den Genvarianten führten jedoch zu einer falschen 

Genauigkeit. Weiterhin muss bezüglich der bioinformatischen Pipeline erwähnt werden, dass 

nur dezidierte ARG untersucht werden konnten und keine mutierten Struktur- und 

Regulatorgene. Diese Einschränkung spiegelte sich insbesondere in der unzureichenden 
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Bewertung von Flurchinolonresistenzen wieder. Die verwendete CARD-Datenbank war sehr 

umfangreich, stellte sich aber als zu unspezifisch dar, sodass mithilfe der formulierten 

Auswertungsregel Resistenzen tendenziell überschätzt wurden.  

4.16 Ausblick 

Auch wenn die EUCAST bislang noch nicht die Anwendung metagenomischer 

Resistenztestungen für klinische Entscheidungen empfiehlt, ist diese Technologie sehr 

vielversprechend [181].  

Mittels Nanopore-Sequenzierung könnten nicht nur Bakterien, sondern auch Viren, Pilze und 

Parasiten simultan und in Echtzeit nachgewiesen werden. Die umfangreichen Daten könnten 

zur aktiven Überwachung von Ausbrüchen genutzt werden, sodass die Verbreitung neuer 

Resistenzen frühzeitig erkannt würde. Außerdem könnten die Daten für die Erforschung neuer 

Antibiotika genutzt werden, die sich gezielt gegen bestimmte ARG bzw. 

Resistenzmechanismen mit hoher Prävalenz richten. In der Therapie könnten erstmalig 

Virulenzfaktoren und Resistenzmechanismen berücksichtigt werden, um eine gezieltere 

Antibiotikatherapie zu ermöglichen, die einen geringeren Selektionsdruck auf die Bakterien 

ausübt. Eventuelle höhere Kosten der metagenomischen Sequenzierung könnten durch 

kürzere Isolations- und Liegedauern kompensiert- wenn nicht sogar überkompensiert werden 

[8]. Im Gegensatz zur kulturellen Testung sind die Kosten für die Analyse aller Antibiotika 

konstant und steigen nicht mit der Anzahl der zu untersuchenden Substanzen [133]. Neben 

diesen Vorteilen bietet sich die Nanopore-Sequenzierung, abgesehen von den aktuell noch 

hohen Kosten, auch für entlegene Orte sowie Entwicklungsländer an, da sie üblicherweise mit 

nur einer Person und mit minimalem Laborequipment und Ressourcen durchgeführt werden 

kann. Sogar Point-of-Care-Testing (POCT) könnte in Zukunft direkt auf Station möglich sein.  

Die Interpretation der Resistenzen ist immer noch eine große bioinformatische 

Herausforderung. Künstliche Intelligenz/Deep-Learning basierte Auswertungen könnten in 

Zukunft dieses Problem lösen.  
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