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Zusammenfassung

Zusammenfassung

Die schnelle Verbreitung Carbapenem-resistenter Organismen sind weltweit ist ein groRfes Problem.
Schnelle Nachweistests auf molekularbiologischer Ebene kdnnen als praventive Mallnahme eingesetzt
werden, um eine Verbreitung einzuddmmen und Verbreitungswege sowie deren Ursachen

nachzuvollziehen. Zudem kénnen sie helfen, die Wahl von Therapie-Anséatzen zu erleichtern.

Diese Arbeit stellt einen Teil der Ergebnisse dar, bei der versucht wurde, in Form einer
Machbarkeitsstudie ein Multiparameter-Testsystem zu entwickeln und zu evaluieren. Mit diesem
Nachweistest sollten die vier wichtigsten Carbapenemase-Gene (blaKPC, blaNDM, blaVIM und blaOXA-
48) aus einer nativen Probe isoliert, gefangen, amplifiziert und detektiert werden kénnen. Als Plattform
fiir die Studie wurde der m-PIMA-Analyzer (ABBOTT Rapid Diagnostics) ausgewahlt. Dabei wurde die
handelsiibliche m-PIMA-Kartusche als Vorbild genommen und so umgestaltet, dass sie fir die
Prozessierung von Stuhlproben geeignet ist. Es wurde ein Kartuschen-Design gewahlt, welches eine
groRere Lyse-Kammer aufwies, um mit groReren Volumen arbeiten zu kénnen. Ebenso wurde fiir das
Fangen der DNA ein pH-abhdngiger Bindungsmechanismus implementiert, bei dem DNA nicht tber
spezielle Fangersonden sondern unspezifisch tGber Protonierung der Fanger-Beads gefangen werden. Es
wurde ein Mikroarray mit spezifischen DNA-Sonden designt, welcher fir die Detektion der Zielgene
genutzt wurde. Fir die Detektion kam das CMA-System (engl. competitive reporter monitored

amplification) zum Einsatz, welches auch in der handelsiblichen m-PIMA-Kartusche verwendet wird.

Fiir die Optimierung der PCR-Reaktion wurden zwei Modellsysteme auf Basis einer quantitative realtime-
PCR (rt-gPCR) etabliert. Zum einen fiir die vier wichtigsten Gram-negativen Spezies Escherichia coli,
Acinetobacter baumannii, Klebsiella pneumoniae und Pseudomonas aeruginosa. Zum anderen fiir die
vier wichtigen Carbapenemase-Gene blaKPC, blaNDM, blaVIM und blaOXA-48. Fir die beiden rt-qPCRs
wurden die unteren Nachweisgrenzen ermittelt, sowie sie Spezifitdt und Sensitivitat im Vergleich zu
anderen phanotypischen und genotypischen Nachweisverfahren (Carb Detect AS-1/2 von Alere; VITEK-

2-System).

Bei der Probenvorbereitung wurde zuerst tGberprift, welche Pellets in welcher Anzahl in der Prototyp-
Kartusche zum Einsatz kommen sollten. Dann wurde das System des DNA-Fangens optimiert, durch die
Wahl der richtigen Bead-GroRe, der richtigen Kopplungsvariante sowie den richtigen Wasch- und

Elutionspuffern.

Fiir die PCR-Optimierung wurden die effizientesten Primer-Konzentrationen fiir den Multilex-Ansatz
Uber die etablierte Carbapenemase-rt-qPCR ermittelt. Die Reporter-Konzentrationen wurden anhand
eines Analyzer-Vergleichs ermittelt, bei dem die Signalintensitdten der Reporter auf verschiedenen
Geraten miteinander vergleichen wurden. Daraufhin wurden die PCR-Pellets fiir den Kartuschen-

Prototyp auf die neuen Konzentrationen angepasst. Nun wurde das PCR-Programm in Bezug auf

1



Zusammenfassung

Sensitivitat und Effizienz optimiert. Dabei sollte zum einen die Gesamt-Dauer der PCR reduziert, als auch
die untere Nachweisgrenze verbessert werden. Hierzu wurden die Parameter fiir die Zeit und die
Temperatur fiir Denaturierung, Annealing und Elongation in verschiedenen Versuchen getestet und
angepasst. Dabei zeigte sich, dass durch Erhdhung der Annealingtemperatur von 50 °C auf 61 °C eine
deutliche Verbesserung der Sensitivitat zu verzeichnen war. Zudem konnte durch Anpassung der Zeiten
eine Verkiirzung der PCR auf 37 min erreicht werden, was einer Zeitersparnis von einer Stunde (59 min)

im Vergleich zum vorherigen PCR-Programm entspricht.

Schlussendlich wurden alle Komponenten in der Prototyp-Kartusche vereint und in Form einer
Evaluierungsstudie getestet. Hierbei wurden Puffer- und Stuhlproben mit definierten Zellzahlen gespikt
und in Singleplex- (SP) und Multiplex-Reaktionen (MP) prozessiert. Es wurden die Detektionsraten
ermittelt, sowie die Lift- und Cr-Werte verglichen. Dabei zeigte sich, dass keine signifikanten
Unterschiede zwischen Proben mit und ohne Stuhl beobachtet werden konnten. Das deutet darauf hin,
dass die Filterung der Proben sowie die Fang- und Waschprozesse der DNA sehr gut funktionieren. Die
SP-Reaktionen zeigten bessere Lift-Werte im Vergleich zu den MP-Reaktionen, was mit einer hoheren
Wahrscheinlichkeit von Primer-Primer-Bindungen in MP-Ansidtzen erklart werden konnte.
Interessanterweise zeigte blaKPC und b/aNDM eine Verbesserung der Cr-Werte in den MP-Ansatzen im
Vergleich zu den SP-Ansdtzen. Es konnte eine Detektionsrate von insgesamt 88,2 % (209/237)
beobachtet werden, wobei kein signifikanter Unterschied zwischen SP- und MP-Reaktionen zu

verzeichnen war, ebenso zwischen Proben mit und ohne Stuhl.

Unabhangig von der Entwicklung der Prototypkartusche wurde eine alternative Amplifizierungsmethode
getestet. Die Rekombinase-Polymerase-Amplifizierung (recombinase polymerase amplification, RPA) ist
eine sehr sensitive und schnelle Methode, die auf einer isothermalen Reaktion basiert. Hier sollte
Uberprift werden, ob diese Methode fiir die Anwendung in der Kartusche geeignet ist. Daflir wurde sie
zuerst auf der offenen Plattform und spater in der PCR-Kartusche getestet. Dabei konnte RPA-Amplikon
Uber CMA als auch Uber direkte Fluoreszenz-Detektion in der Kartusche nachgewiesen werden, was

bestatigt, dass es sich als alternatives Amplifizierungsverfahren zur PCR eignet.

Diese Arbeit sollte einen kleinen Einblick in die einzelnen Stadien der Entwicklung und Optimierung eines
speziellen Nachweistests flir die Durchfihrung in der Kartusche aufzeigen. Es konnte gezeigt werden,
dass das vorgestellte Kartuschen-Konzept funktioniert und die 4 Carbapenemase-Gene (sowie deren
Varianten) erfolgreich in Stuhlproben nachgewiesen werden konnten. Mit weiterer Optimierung kénnte

die Prototypkartusche zukinftig ein marktreifes Produkt werden.
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1.1 Gram-negative pathogene Bakterien und Beta-Lactame

Gram-negative Bakterien, wie Enterobacteriacae und andere Nichtfermenter, kénnen eine Vielzahl
unterschiedlicher Infektionen beim Menschen verursachen. Die vier haufigsten Verursacher sind
Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae, Acinetobacter baumannii und Pseudomonas aeruginosa.
Infektionen mit diesen Organismen werden (blicherweise mit Fluoroquinolon- oder Beta-Lactam-

Antibiotika behandelt (Mikasa et al. 2016).

Seit Anfang des 20. Jahrhunderts sind antibiotisch wirksame Stoffe bekannt. Den entscheidenden AnstoR
fur die kommerzielle Verwendung brachte jedoch erst die Entdeckung des Penicillins durch Alexander
Flemming im Jahre 1928, welche in der Entwicklung und Entdeckung aller heute bekannten Beta-Lactam-
Antibiotika miindete. Fast die Halfte aller derzeit verschriebenen Antibiotika gehoéren zu den Beta-
Lactam-Antibiotika (Van Boeckel et al. 2014). Diese kdnnen in vier Hauptgruppen unterteilt werden:

Penicilline, Cephalosporine, Monobactame und Carbapeneme (Abb. 1A) (Nordmann et al. 2012).

@ Beta-Lactam-Antibiotika
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Benzypenicillin Cefalotin Tigemonam Meropenem D-Alanin-Transpeptidase
Penicillin V: 2. Generation: Ertapenem
Phenoxymethylpenicillin Cefoxitin, Cefuroxim Doripenem
Penicillin M: 3. Generation:
Oxacillin, Cloxacillin Cefotaxim, Ceftazidim
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Ureidopenicilline: Pivmecillinam

Abb. 1: Beta-Lactam-Antibiotika und Bindungsstelle der D-Alanin-Transpeptidase

(A) Dargestellt sind die vier Hauptgruppen der Beta-Lactam-Antibiotika: Penicilline, Cephalosporine, Monobactame
und Carbapeneme mit einigen Beispielen. Der Beta-Lactam-Ring wurde zur besseren Ubersicht rot und die
wichtigen funktionellen Gruppen blau hervorgehoben. (B) Im Vergleich dazu das D-Alanin-D-Alanin-Dipeptid,
welches als Bindungsstelle fiir die D-Alanin-Transpetidase fungiert und somit die Quervernetzungsreaktion der
Peptidoglycansynthese katalysiert. Um die Ahnlichkeit der Struktur zu den Beta-Lactam-Antibiotika
hervorzuheben, wurden die entsprechenden Bereiche mit den selben Farben hervorgehoben. (Bild-Quelle: eigene
Darstellung nach Abbildungen von Nordmann et. al. 2012 (Nordmann et al. 2012) und der Webseite der Tulane-
Universitat in Louisiana (www.tmedweb.tulane.edu/pharmwiki/doku.php/betalactam_pharm))

Cephalosporine der dritten und vierten Generation spielen aufgrund ihres hohen Wirkungsspektrums
eine besondere Rolle bei der Behandlung von bakteriellen Infektionen und werden daher meist beim
Menschen sowie in der Tiermast eingesetzt. Durch den hohen Einsatz der Cephalosporine (Abb. 2A)
wurden in den letzten Jahren vermehrt das Erscheinen resistenter Erreger beobachtet (Abb. 2B)
(Halloran 2012, Landers et al. 2012, o'Neill 2015). Diese bilden Enzyme, welche in der Lage sind, die
meisten Cephalosporine und Monobactame zu hydrolysieren (Rupp und Fey 2003), weshalb diese

Enzyme als ,Extended Spectrum B-Lactamases” (ESBL) bezeichnet werden. Mittlerweile sind mehr als
3
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2000 verschiedene ESBL Varianten bekannt und deren Zahl wachst stetig (Al-Assil et al. 2013, Brandt et
al. 2017). Carbapeneme, als sogenannte last-line Antibiotika, sind dann meist das einzige Mittel, um

Infektionen mit ESBL-bildenden Erregern zu behandeln.
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Abb. 2: Antibiotika-Verbrauch und Resistenz-Entwicklung der letzten Jahre in Europa

Aufgezeigt ist (A) der durchschnittliche Antibiotika-Verbrauch verschiedener Beta-Lactam-Antibiotika in Europa als
definierte Tagesdosis (engl. defined daily dose, DDD) je 1000 Einwohner pro Tag von 1997 bis 2019, (B) sowie die
Anzahl resistenter Isolate verschiedener Spezies (Pseudomonas aeruginosa, Klebsiella pneumoniae, Acinetobacter
spp. und Escherichia coli) mit einer Resistenz gegeniiber Cephalosporinen der 3. Generation (CS3-R) und
Carbapenemen (Carb-R) von 2005 bis 2019. Die Graphen wurden mit Daten der Webseite des European Centre for
Disease Prevention and Control (ECDC) erstellt (ECDC 1997-2019, ECDC 2005-2019).

1.2 Carbapeneme

Carbapeneme sind Antibiotika, die aufgrund ihres breiten Wirkungsspektrums und ihrer hohen Effizienz
als Reserve-Antibiotika eingesetzt werden. lhre Struktur ist stabil gegen Enzyme, die Penicilline,
Monobactame und Cephalosporine hydrolysieren kénnen. Carbapeneme wurden urspringlich aus
Thienamycin entwickelt, einer Substanz, welche 1976 in Streptomyces cattleya entdeckt wurde
(Birnbaum et al. 1985). Die vier wichtigsten Vertreter dieser Antibiotika-Gruppe, die daraus
hervorgegangen sind und weltweit genutzt werden sind: Imipenem, Meropenem, Ertapenem und
Doripenem. Wobei Doripenem nur sehr selten eingesetzt wird. Da Sie nur intravends verabreicht werden
kénnen, werden diese ausschlielRlich im klinischen Umfeld genutzt. Seit 2009 ist in Japan auch ein
Carbapenem zugelassen, welches oral verabreicht wird. Es kommt daher vor allem bei Kindern zum
Einsatz, da diese auf die orale Einnahme besser reagieren als auf Infusionen. Bei dem Medikament
handelt es sich um eine Vorstufe des Tebipenems (Tebipenompivoxil) welches durch den natirlichen
Metabolismus im Korper in das aktiv wirksame Tebipenem umgewandelt wird (Jain et al. 2018, Muratani

et al. 2009).
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1.2.1 Wirkungsmechanismus von Carbapenemen

Wie alle Beta-Lactam-Antibiotika greifen Carbapeneme aktiv in den Aufbau der Peptidogylkanschicht
ein. Dabei werden Sie zuerst durch hydrophile Kanadle (ber die &uRere Membran in den
periplasmatischen Zwischenraum transportiert. Diese Kanale werden durch Porine geformt. Dort binden
die Beta-Lactam-Molekiile aufgrund ihrer strukturellen Ahnlichkeit zu D-Alanin-D-Alanin (Abb. 1A/B)
irreversibel an spezielle Transpeptidasen, die auch als penicillin-binding proteins (PBPs) bezeichnet
werden. Dies flihrt zur Inhibierung der D-Alanyl-D-Alanin-Carboxypeptidase-Aktivitat, was die
Quervernetzung von Peptioglycan stoért (Abb. 3). Ohne die Quervernetzung platzen die Bakterien mit
fortschreitenden Wachstum, was zur Lyse und somit zum Tod der Bakterienzelle fiihrt (Nordmann et al.
2012). Daher betrifft es nur Bakterienzellen, die sich im Wachstums- oder Vermehrungsstadium

befinden.
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Abb. 3: Mechanismus der Quervernetzung zweier Peptidoglykan-Strange liber D-Alanin.
Die D-Alanin-Transpeptidase katalysiert die Quervernetzungsreaktion zwischen D-Alanin-D-Alanin und der Glycin-
Kette unter Abspaltung von D-Alanin. Beta-Lactam-Antibiotika kdnnen aufgrund ihrer Strukturahnlichkeit zu
D-Alanin-D-Alanin an die D-Alanin-Transpeptidase irreversibel binden und somit die Quervernetzungsreaktion
inhibieren, was zur Lyse der Bakterienzelle fiihrt. (Bildquelle: eigene Darstellung)

1.2.2 Anwendungsbereiche von Carbapenemen

Carbapeneme werden bei der Behandlung von kritisch kranken Patienten eingesetzt, bei denen das
Risiko von Infektionen mit multiresistenten ESBL-Erregern besteht. Dies schliet sowohl Behandlungen
von chirurgischen und intra-abdominalen Infektionen, schwerwiegende Harnwegs- und Nieren-
Infektionen, als auch Krankenhauspneumonien und Sepsis mit ein (ATS/IDSA 2005, Dellinger et al. 2013,
Sartelli et al. 2012). Vor allem in der Abdominal- und Unfall-Chirurgie werden Carbapeneme
prophylaktisch auch vor invasiven Eingriffen verabreicht, wenn meist keine Zeit mehr fir eine
eingehende Prifung moglicher Antibiotika-Resistenz-Muster von verdachtigen Erregern bleibt. Da die
Antibiotika-Gruppe der Carbapeneme eine der letzten Behandlungsmaglichkeiten fiir Infektionen durch
ESBL-bildende Erreger darstellt, hat sie durch das vermehrte Auftreten dieser Pathogene in den letzten

Jahren vermehrt an Bedeutung gewonnen (Abb. 2A/B). Deutlich wird dies besonders in der Chirurgie
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und Intensivpflege, wo durch den weltweiten Anstieg ESBL-bildender Erreger ein einhergehender

Anstieg an Carbapenem-Verbrauch zu verzeichnen war (Sydnor und Perl 2011).

1.3 Carbapenemasen

1.3.1 Resistenz-Mechanismen

Durch den vermehrten Einsatz von Carbapenemen, wird ein Selektionsdruckes induziert, der die
beschleunigte Entwicklung verschiedener Resistenzmechanismen gegen diese Antibiotika-Gruppe
begiinstigt. Beispielsweise fiihrt die Uberexpression von AmpC-Beta-Lactamasen (AmpC,
Cepahalosporinasen) in Kombination mit einer verringerten Permeabilitdt der duferen Membran
(Verlust der Porin-Expression) (Majewski et al. 2016) zu Auspragung einer Carbapenemresistenz.
Weiterhin kdnnen verschiedene Pumpsysteme (multidrug efflux pumps) Carbapenem-Molekiile wieder
aus dem periplasmatischen Raum transportieren, wodurch die Effizienz des Antibiotikums erheblich
reduziert wird (Doumith et al. 2009, Martinez-Martinez et al. 1999, Nordmann et al. 2012). Der weitaus
groRte Anteil von Resistenzen beruht auf der Expression von Enzymen, die in der Lage sind Carbapeneme
und nahezu alle anderen klinisch relevanten Beta-Lactam-Antibiotika hydrolytisch zu spalten. Diese
Enzyme werden als Carbapenemasen bezeichnet und gehoren zu der groRen Enzymklasse der Beta-
Lactamasen. Carbapenemase-Gene sind sehr haufig auf Plasmiden lokalisiert, wo sie oft mit
verschiedenen mobilen genetischen Elementen wie Transposons, Integrons und Insertionssequenzen
zusammen auftreten (Diene und Rolain 2014, Brandt et al. 2017). Dadurch wird der Gentransfer
zwischen verschiedenen Gram-negativen Spezies erhoht. Nicht selten liegen sie aber auch in Gen-
Kassetten mit mehreren anderen Resistenz-Genen gepaart vor, wodurch ein breiteres Resistenz-
Spektrum abgedeckt wird. Ohne Selektionsdruck neigen Bakterien dazu Plasmide mit moglichen
Resistenzgenen schnell wieder zu verlieren. Jedoch existieren Mechanismen, die den Verlust dieser
verhindern. Einer dieser Mechanismen sind die Toxin-Antitoxin (TA)-Systeme (Ellington und Woodford
2006, Mnif et al. 2010). Diese kleinen DNA-Abschnitte bestehen aus nur zwei Genen die auf mobilen
Elementen lokalisiert sind. Es entsteht einerseits ein stark toxisches Protein, welches die Zelle von innen
vergiftet, andererseits aber auch ein Gegengift, das Antitoxin, welches das Toxin durch Bindung
neutralisiert. Das Antitoxin wird jedoch schneller von zellularen Abbaumechanismen zerstort als das
Toxin, daher ist das Bakterium auf eine standige Neusynthese des Gegengifts angewiesen. Verliert eine
Zelle bei der Zellteilung das mobile genetische Element (z.B. ein Plasmid) mit dem TA-System ist die
Produktion des Antitoxins unterbunden. Dadurch wird das Toxin freigesetzt und es kommt zum Zelltod

des Bakteriums (postsegregational cell killing), so konnen nur die Plasmid-Trager tberleben.

1.3.2 Klassifizierung von Carbapenemasen
Beta-Lactamasen werden Ublicherweise nach der Ambler-Klassifikation eingeteilt, welche vom britischen
Molekularbiologen Richard Penry Ambler 1980 eingefiihrt wurde und urspriinglich nur aus zwei Klassen

bestand, der Klasse A (Serin-Beta-Lactamasen) und der Klasse B (Metallo-Beta-Lactamasen) (Ambler
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1980). Die Einteilung der Beta-Lactamasen erfolgt anhand homologer Aminosaure-Sequenzen. Da spater
weitere Serin-Beta-Lactamasen entdeckt wurden (Ambler et al. 1991), wurde die Klassifizierung um die
Klasse C (Cephalosporinasen) und D (Oxacillinasen) erweitert (Tab. 1). Beta-Lactamasen der Klasse C
zeigen ein hohes Wirkspektrum gegeniiber Cephalosporinen und sind haufig auf der chromosomalen
DNA codiert. Beta-Lactamasen der Klasse D hingegen zeigen ein hohes Wirkspektrum gegeniber
Oxacillin und verwandten Penicillinen. Carbapenem-hydrolysierende Serin-Beta-Lactamasen finden sich
nur in Klasse A und D und sind meistens auf Plasmiden lokalisiert. Beta-Lactamasen der der Klasse B sind
in der Lage die Amid-Bindung des Beta-Lactam-Ringes aller Beta-Lactame mit Ausnahme von
Monobactamen (z.B. Aztreonam) zu hydrolysieren und sind sowohl auf Plasmiden sowie auch auf der
chromosomalen DNA zu finden. Bei den Metallo-Beta-Lactamasen handelt es sich ebenfalls um eine sehr
heterogene Gruppe, weshalb diese noch einmal in verschiedene Subklassen (B1, B2 und B3) unterteilt
werden (Palzkill 2013). Die Metallo-Betalactamasen der Subklasse B1 und B3 werden unterschieden
anhand der Aminosauren, die an der Bindung der Zinkatome beteiligt sind. Beide Subgruppen benoétigen
zwei Zink-lonen fiir die hochste Aktivitdt des Enzyms. Bei Metallo-Beta-Lactamasen der Subklasse B2
hingegen besteht die hochste Aktivitat des Enzyms mit nur einem Zinkatom (Bush und Jacoby 2010). Die
klinisch wichtigsten Vertreter NDM, VIM und IMP gehéren zur Subklasse B1.

@ Hydrolyse von Imipenem durch eine Serin-Beta-Lactamase (Ambler Klasse A)
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Hydrolyse von Imipenem durch eine Metallo-Beta-Lactamase (Ambler Klasse B) mit zwei aktiven Zink-Atomen

Imipenem - anionisches Intermediat N hydrolysiertes Imipenem
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Abb. 4: Schematische Darstellung der Hydrolyse-Mechanismen am Beispiel des Imipenems
(A) durch eine Serin-Beta-Lactamase (Ambler-Klasse A); (B) durch eine Metallo-Beta-Lactamase mit zwei aktiven
Zink-Atomen (Ambler Klasse B). (Bild-Quelle: eigene Darstellung)

Serin-Beta-Lactamasen hydrolysieren die Amidbindung des Beta-Lactam-Rings des Substrates durch die
Bildung eines labilen Acyl-Enzym-Komplexes, welcher durch einen aktiven Serin-Rest gebildet wird
(Tooke et al. 2019). Der labile Zustand ermdglicht die Abspaltung des Enzyms vom hydrolysierten
Substrat am Ende der Reaktion, wodurch das Enzym wieder in den Ausgangszustand zuriick geht und
somit erneut die Spaltung von weiteren Substratmolekilen ermdglicht (Abb. 4A). Die Wirkungsweise von

B-Lactamase-Inhibitoren beruht auf der Bildung eines stabilen Acyl-Enzym-Komplexes durch Bindung des
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Inhibitors an das Beta-Lactamase-Enzym. Diese Verbindung bleibt stabil, was die Reaktivierung des
Enzyms verhindert und somit inaktiviert. Metallo-Beta-Lactamasen hingegen bendtigen fir die Spaltung
des Beta-Lactam-Ringes mindestens ein aktives Zink-lon (Abb. 4B), wobei die meisten Metallo-Beta-

Lactamasen zwei aktive Zink-lonen aufweisen (Brem et al. 2016, Hamed et al. 2013, Palzkill 2013).

Eine Alternative zur Ambler-Klassifizierung stellt die Einteilung von Beta-Lactamasen nach Bush und
Jacoby dar (Bush und Jacoby 2010, Bush et al. 1995). Diese beruht auf funktionellen Aspekten, welche
Kriterien wie Substratspezifitat und die Wirkung von Beta-Lactamase-Inhibitoren miteinschlie8t. Die
Ambler Klassifizierung hat sich jedoch weitestgehend durchgesetzt, da sie eine relativ einfache Einteilung
erlaubt. Alle bisher bekannten Carbapenemasen, die Resistenzen gegen Carbapeneme in
Enterobacteriacae vermitteln, lassen sich in die Klassen A, B und D der Ambler Klassifizierung einordnen

(Tab. 1).

Tab. 1: Ambler Klassifikation

Ambler Klassifikation Gen-Familie Resistenz-Gene
Klasse A (Serin-Beta-Lactamasen) Carbapenemasen blaKPC, blaGES, blalMI, blaSME
ESBL blaCTX-M, blaSHV, blaTEM
NSBL blaSHV, blaTEM
Klasse B (Metallo-Beta-Lactamasen) Carbapenemasen blaNDM, blaVIM, blalMP, blaGIM
Klasse C (Serin-Beta-Lactamasen, AmpC blaDHA, blaMOX, blaCMY, blaFOX,
Cephalosporinasen)
Klasse D (Serin-Beta-Lactamasen, Carbapenemasen blaOXA-23, blaOXA-40, blaOXA-48,
Oxacillinasen) blaOXA-58
ESBL blaOXA-2, blaOXA-10
NSBL blaOXA-1, blaOXA-9

1.3.3 Pravalenz von Carbapenemasen

Berichte der letzten 10 Jahre zeigen einen dramatischen Anstieg in der weltweiten Verbreitung
Carbapenemase-produzierende Organismen (engl.: Carbapenemase-producing organisms - CPOs), sowie
dem Auftauchen neuer, bislang unbekannter Carbapenemase-Gene und Varianten (Canton et al. 2012,
Livermore 2012, Livermore et al. 2011a). Die global am haufigsten auftretenden Carbapenemasen sind

blaKPC, blaNDM, blaOXA-48, blaVIM und blalMP, sowie deren allelischen Varianten.

Die Familie der Klebsiella pneumoniae Carbapenemasen (KPC) gehért zu den Serin-Beta-Lactamasen der
Ambler Klasse A und ist die hdufigste Ursache flir Carbapenem-Resistenz in den Vereinigten Staaten. Der
erste bekannte Fall von KPC-produzierenden Klebsiella pneumoniae wurde 1996 bei einem Patienten in
North Carolina dokumentiert (Yigit et al. 2001). Von allen bekannten Carbapenemasen, welche mit
Enterobacteriacae assoziiert werden, hat die KPC-Familie die global groRte Verbreitung (van Duin und
Doi 2017, Nordmann et al. 2009). Diese reicht von Nord-Amerika, liber Sid- und Zentral-Amerika,
Europa, den mittleren Osten, sowie auch Afrika und Asien. In Europa sind vor allem Lander in der
Mittelmeerregion betroffen. Besonders Italien und Griechenland, wo KPC neben anderen

Carbapenemasen das mit Abstand haufigste Vorkommen zeigt (Abb. 5).
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Die New-Delhi-Metallo-Beta-Lactamase (NDM) gehort neben der Verona integron-encoded Metallo-
Beta-Lactamase (VIM) und den Carbapenemasen der IMP-Familie (imipenem-resistant Pseudomonas)
zur Ambler Klasse B, den Metallo-Beta-Lactamasen. Unter den Metallo-Beta-Lactamasen ist NDM die
Carbapenemase mit der grofSten globalen Verbreitung. Der erste Fall eines NDM produzierenden
Klebsiella pneumoniae-lsolates wurde 2007 bei einem schwedischen Patienten diagnostiziert, dessen
Harnwegsinfektion mit seiner Indienreise nach New Delhi assoziiert wurde. 2009 wurde diese
Carbapenemase in New Delhi in Indien erstmals beschrieben, woraus sich auch deren Namengebung
ableiten lasst (Yong et al. 2009). Zudem wurde festgestellt, dass NDM-bildende Enterobacteriacae auch
in den umliegenden Landern Indiens, wie Pakistan und Bangladesch, stark verbreitet sind. In den letzten
Jahren hat die Expansion von NDM durch das globale Verkehrsnetz rasant zugenommen. Sie ist nun
neben KPC eine der Carbapenemasen mit der weltweit hochsten Pravalenz (Abb. 5). Die groRe
Verbreitung NDM-bildende Erreger liegt vor allem auch darin begriindet, dass diese direkt aus der
Umwelt aufgenommen werden. Es wurde festgestellt, dass in Indien NDM-produzierende
Enterobacteriacae nicht nur in Krankenhdusern, sondern auch im offentlichen Leitungs- und
Sickerwasser nachgewiesen werden konnten (Walsh et al. 2011). Auch in der Nahe von Rio de Janeiro
wurde kurz vor dem Stattfinden der olympischen Spiele im Jahre 2016 blaNDM-tragende Isolate im
Wasser nachgewiesen (de Araujo et al. 2016). Weitere beunruhigende Neuigkeiten haben Studien
gezeigt, bei denen NDM in einigen Isolaten mit weiteren Carbapenemasen wie OXA-48 und VIM oder
sogar mit der Colistin-Resistenz MCR-1 gemeinsam innerhalb eines Organismus auftraten (Kazi et al.

2015, Yao et al. 2016).

Die Carbapenemase VIM gehort ebenfalls zu den Metallo-Beta-Lactamasen (Ambler Klasse B). Sie ist
weltweit sporadisch zu finden, jedoch beschrankt sich ihr Hauptverbreitungsgebiet auf Europa, wo sie
besonders im mediterranen Raum zu finden ist (Abb. 5). Der erste dokumentierte Fall des Genes
blaVIM-1 trat 1996 in Verona (ltalien) auf und wurde in einem Pseudomonas aeruginosa-lsolat
nachgewiesen. Die allelischen Varianten der VIM-Familie sind auf molekularer Ebene sehr inhomogen
verglichen mit anderen Carbapenemasegenen wie blaKPC oder b/aNDM, was zu grolRen Unterschieden

in Stabilitat und Inhibierungsprofilen fihrt (Makena et al. 2015).

Die Metallo-Beta-Lactamase IMP wird haufig Gber Integrons codiert und zeigt ebenso wie VIM groRRe
Sequenz-Unterschiede in ihren allelischen Varianten. Der erste bekannte Fall wurde 1991 in Japan
dokumentiert, wo das Gen blalMP-1 in einem Serratia marcescens-lsolat gefunden wurde (Ito et al.
1995). IMP tritt weltweit sporadisch auf, das Hauptverbreitungsgebiet dieser Carbapenemase
beschrankt sich jedoch auf Japan, Taiwan und Ost-China. Weitere Studien zeigen aber, dass nun auch in
Griechenland die Verbreitung stark zunimmt (Zhao und Hu 2011). Im Jahr 2010 wurden blaVIM- und
blalMP-tragende Klebsiella pneumoniae lsolate sogar in zwei verschmutzten Fllissen in Tunesien
nachgewiesen (Chouchani et al. 2013). Die Carbapenemasen blaVIM und blalMP sind im Vergleich zu

blaKPC und blaNDM selten, trotzdem sind sie weltweit zu finden (Abb. 5).

9



1. Einleitung

I:I keine Daten
I keine Fille

[ sporadische Fille gemeldet
- Daten von exportierten Fallen
[ ] eemeldete Ausbriiche

I weit verbreitet/endemisch

Abb. 5: Globale Pradvalenz der Carbapenemasen blaOXA-48, blaNDM, blalMP, blaKPC und blaVIM.
Die bearbeitete Abbildung aus der Publikation von N. Deborah Friedman (Friedman et al. 2017) beruht auf Daten
von 2015.

Die haufigste Carbapenemase der Ambler Klasse D, welche durch Enterobacteriacae produziert wird, ist
die Oxacillinase OXA-48 sowie deren allelischen Varianten. Die Carbapenemase blaOXA-48 wurde zuerst
im Jahr 2001 in der Tirkei identifiziert (Poirel et al. 2004). Auch diese Carbapenemase ist weltweit
sporadisch vertreten (Abb. 5). Neben Stideuropa und Nordafrika ist die Tiirkei auch heute noch das Land
mit dem haufigsten Vorkommen von blaOXA-48 sowie deren Varianten (Nordmann et al. 2012, van Duin

und Doi 2017).

1.3.4 Behandlungsmoéglichkeiten von Carbapenemase-produzierenden Organismen

Viele Carbapenemase-produzierenden Organismen (CPO) sind fir eine Vielzahl verschiedener
Infektionstypen verantwortlich. Dazu gehoéren Atemwegs- und Harnwegsinfektionen, welche in der
Regel schwierig zu behandeln sind. Infektionen, die durch CPOs verursacht werden, stehen haufig im
Zusammenhang mit einer erhéhten Mortalitat (bis zu 70%) (Friedman et al. 2017). Dies ist haufig auf die
Ineffizienz von therapeutischen Behandlungsansatzen zuriickzufihren, da die
Behandlungsmoglichkeiten fir Infektionen mit CPOs stark eingeschrankt sind. CPOs sind in der Lage

nahezu alle klinisch-relevanten Beta-Lactam-Antibiotika zu spalten. Zudem sind verantwortliche
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Carbapenemase-Gene meist mit anderen Beta-Lactamase-Genen, sowie mit Genen, die Resistenzen
gegen andere Antibiotika-Klassen wie Fluoroquinolone und Aminoglykoside vermitteln, assoziiert. Daher
stehen gegenwartig nur wenige Antibiotika, wie die Polymyxine (Colistin und Polymyxin B), Tigecyclin
oder Fosfomycin, zur Behandlung von Infektionen mit multiresistenten CPOs zur Verfligung (Livermore
et al. 2011a). Diese Antibiotika sind aber sehr bedenklich, da sie meist eine geringe Effizienz und zudem
eine hohe Toxizitat aufweisen. Darlber hinaus wurden kirzlich auch fiir Colistin und Tigecyclin neue

Resistenzmechanismen beschrieben (van Duin et al. 2014, Liu et al. 2016, Arcilla et al. 2016).

1.3.5 Colistin-Resistenz

Colistin, auch als Polymyxin E bezeichnet, wird vor allem in der Tiermast als Antibiotikum und zugleich
als Wachstums-férderndes Mittel eingesetzt. Dies ist vor allem in China der Fall. 2015 beschrieb Liu et al
erstmals das Gen mcr-1, welches fir ein Enzym kodiert, das Resistenz gegen Colistin vermittelt (Liu et al.
2016). Es konnte nachgewiesen werden, dass das mcr-1 Gen auf einem Plasmid lokalisiert war und somit
durch horizontalen Gentransfer auf andere Gram-negative Bakterien tibertragen werden kann. Im selben
Jahr wurden in Hiahnerfleisch in Guangzhou (China) E. coli Bakterien nachgewiesen, die sowohl das
blaNDM-9, als auch das mcr-1 Gen und somit sowohl eine Carbapenem- als auch eine Colistinresistenz
besaBen (Yao et al. 2016). Mittlerweile sind mindestens 5 Varianten des mcr-Genes bekannt (Chen et al.

2018).

1.4 Forschung und Entwicklung

Um den neu auftretenden Resistenzen entgegenwirken zu kdnnen, ist die Erforschung neuer Wirkstoffe
zwingend notwendig. Jedoch ist die Entwicklung solcher mit groRen Kosten und sehr viel Zeit verbunden.
Es bedarf zahlreiche klinische Studien bis ein neues Medikament zugelassen wird. Meist sind neue
Antibiotika bereits nach wenigen Jahren unwirksam, weil Gram-negative Bakterien unter den
Selektionsdruck dieses Medikaments relativ schnell Resistenzen entwickeln bzw. die Verbreitung von
Erregern mit einer bereits vorhandenen Resistenz fordern. Die schnelle Anpassung ist mitunter bedingt
durch das vielféltige Reservoir an Resistenzen in der Umwelt sowie der geringen Generationszeit von nur
20 min bedingt, was den Bakterien die Moglichkeit gibt sich schnell an verdnderte Gegebenheiten
einzustellen. Resistenzgene sind ja uralt und keine Neuerfindung seit es Antibiotika in den Kliniken gibt.
Deshalb ist die Entwicklung neuer Antibiotika fiir die Pharma-Industrie nur wenig attraktiv. Daher
werden heutzutage andere Losungen gesucht, wie die Kombinierung bereits bekannter Antibiotika oder

Antibiotika gepaart mit Beta-Lactamase-Inhibitoren, um deren Effizienz zu erhéhen.

Ein Beispiel fur ein kirzlich neu zugelassenes Antibiotikum ist Ceftazidim-Avibactam. Bei Ceftazidim
handelt es sich um ein bekanntes Beta-Lactam. Avibactam (NXL-104) ist ein neu entwickelter Beta-
Lactamase-Inhibitor, welcher bestimmte Beta-Lactamasen der Klassen A, B und D der Ambler
Klassifizierung hindert das Ceftazidim hydrolytisch zu spalten und somit hilft dessen Wirkung gegen CPOs

zu gewahrleisten (van Duin und Doi 2017). In-vitro-Tests mit Ceftazidim-Avibactam zeigten eine gute
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Wirkung gegen KPC-produzierende Erreger (Zhanel et al. 2013). Leider zeigt Avibactam genau wie
Relebactam keine Aktivitdit gegen Metallo-Beta-Lactamasen wie NDM, VIM oder IMP, da der
Reaktionsmechanismus sich gegeniliber den Serin-Beta-Lactamasen unterscheidet (Zasowski et al. 2015).
Relebactam (MK-7655) ist ebenfalls ein neuentwickelter Beta-Lactamase-Inhibitor, der sich derzeit in
klinischen Studien befindet und in Verbindung mit Imipenem/Cilastatin getestet wird. Versuche mit
Ceftazidim-Avibactam in Kombination mit Aztreonam zeigen dennoch Wirkung gegen Metallo-Beta-
Lactamasen (Wenzler et al. 2017, Davido et al. 2017). Ebenso wird derzeit ein neues Aminoglykosid mit
Namen Plazomicin (ACHN-490) in klinischen Studien getestet. Dieses Medikament besitzt eine Aktivitat
gegen CPOs, welche aufgrund Aminoglykosid-modifizierender Enzyme bereits resistent gegen
Aminoglykoside sind (Livermore et al. 2011b). Das neue Antibiotikum zeigt jedoch nicht ausreichend
Wirkung gegen NDM-bildende Erreger, da diese meist Methyl-Transferasen besitzen, welche schnell
Resistenz gegen Aminoglykoside vermitteln koénnen (Hidalgo et al. 2013). Trotz dieser neuen
Entwicklungen ist anzunehmen, dass sich tiber die Zeit auch Resistenzen gegen die neueren Substanzen

bilden werden.

1.5 Diagnostik - Phanotypische Standard-Verfahren

In der klinischen Diagnostik werden verschiedene Verfahren angewendet, um die Spezies sowie
mogliche Resistenzmuster zu bestimmen. Um Carbapenemase-bildende Erreger nachzuweisen, werden
derzeit verschiedene konventionelle Methoden angewendet. Dabei handelt es sich vor allem um
phanotypische Verfahren, bei denen beispielsweise Selektivmedien oder automatisierte Systeme, wie
VITEK-2 (bioMerieux, Deutschland) oder Phoenix (Becton Dickinson, Deutschland) zum Einsatz kommen.
Ebenso finden manuelle Methoden, wie der Agar-Diffusionstest oder das Arbeiten mit verschiedenen
Antibiotika-Verdlinnungsstufen (Agar-Dilutionstest, Mikro-Dilutionstest und E-Test) Anwendung (Baker
et al. 1991).

Jedoch ist die Interpretation von ungewohnlichen Resistenzmustern oft kompliziert, da Effekte
verschiedener Resistenzmechanismen sich gegenseitig liberdecken kénnen, was Falsch-positive oder
Falsch-negative Ergebnisse hervorrufen kann (Thomson et al. 2011, Thomson et al. 2007). Dies kann zu
falschen Schlissen in der Wahl der Antibiotika-Behandlung und somit zum Therapieversagen fihren
(Weisenberg et al. 2009). Um dies zu verhindern, werden zuséatzlich noch weitere Verfahren
angewendet, wie der modifizierte Hodge-Test fir den Nachweis einer Carbapenemase durch
hydrolytische Aktivitat und der Imipenem-EDTA-Synergie-Test zum Nachweis von Metallo-Beta-

Lactamasen (Yong et al. 2002, Lee et al. 2001).

1.5.1 Nachteil phdnotypischer Verfahren
Der grofite Nachteil der phanotypischen Tests ist der hohe Zeitaufwand und die Notwendigkeit von
geschultem Personal, was gerade bei klinischen Notfillen sehr unglinstig ist. Zudem erlauben sie keine

molekulare ldentifizierung des Carbapenemase-Gens. Molekulare Verfahren sind daher notwendig, um
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moglichst schnell und zuverlassig Carbapenemase-Gene eindeutig identifizieren zu kénnen. Dies ist
notwendig fir Epidemiologie- und Infektions-KontrollmaBnahmen, der schnellen Bestdtigung von
Ergebnissen und dient zudem der Vorbeugung und Uberwachung. AuBerdem kénnten schnell
gewonnene Ergebnisse aus molekularen Verfahren, signifikante Bedeutung in der Auswahl einer
angemessenen Erstbehandlung gewinnen, was wiederum mafgeblich fiir den Behandlungserfolg oder -

misserfolg sein kann (Maugeri et al. 2019).

1.6 Genotypisierung als molekularbiologischer Nachweis
Der grofSte Vorteil genotypischer Verfahren gegeniiber phanotypischen Verfahren liegt darin begriindet,
dass eindeutige Ergebnisse bereits nach wenigen Stunden verfligbar sind, was in der klinischen

Diagnostik sehr vorteilhaft ist.

Molekulare Methoden zum Nachweis Carbapenemase-bildender Organismen haben sich bereits seit
einigen Jahren auf dem Markt etabliert. Hierbei spielen besonders PCR-basierte Assays eine grofRe Rolle,
bei denen zwischen Nachweis-Verfahren direkt aus der Patienten-Probe (z.B. Cepheids Xpert® Carba-R
(Tato et al. 2016, Cortegiani et al. 2016), Check-Points Check-Direct CPE® Test (Lau et al. 2015, Huang et
al. 2015)) und der Identifizierung aus bakteriellem Kulturmaterial (z. B. Check-Points Check-MDR Carba

(Boran et al. 2015); Alere Technologies CarbDetect AS-2 (Braun et al. 2014)) unterschieden wird.

Diese Arbeit befasst sich ebenfalls mit der Entwicklung von Multiparameter-Testsystemen zum Nachweis
Carbapenemase-bildender Erreger direkt aus nativen Proben (Stuhl) im Rahmen einer
Machbarkeitsstudie. Dabei wurde fir den Resistenz-Nachweis die m-Pima Analyzer-Plattform von

ABBOTT verwendet.
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2. Ziele der Arbeit

Die Entwicklung schneller klinischer Testverfahren auf der Grundlage molekularbiologischer Methoden
ist ein wichtiger Schritt fir die zukiinftige Diagnostik. Eine schnelle ldentifizierung multiresistenter
Erreger kann einen maligeblichen Einfluss auf die Wahl von Therapie-Ansatzen haben und somit einer
groRen Zahl von betroffenen Menschen das Leben retten. Sie kénnen aber auch als praventive
Malnahme eingesetzt werden, um zu helfen eine Verbreitung einzuddmmen bzw. bei Ausbriichen die
Verbreitungswege sowie deren Ursachen nachzuvollziehen.
Das Hauptziel dieser Arbeit ist im Rahmen einer Machbarkeitsstudie ein Point-of-Care-Multiparameter-
Testsystems zum Nachweis verschiedener Carbapenemasen zu entwickeln, welches auf Grundlage der
m-Pima Analyzer Plattform (ABOTT, Jena, Deutschland) mit dem /ab-on-the-chip Kartuschen-System
basiert. Es wird ein Einblick gegeben in die verschiedenen Entwicklungsstadien von den ersten Versuchen
auf der Mikroarrayplattform bis hin zum ersten Kartuschen-Prototyp. Dabei wurden sehr
unterschiedliche Ansatze verfolgt, wobei eine ganze Reihe verschiedener mikrobiologische und
molekularbiologische Methoden zum Einsatz kamen. Im Rahmen dieser Dissertation wurden daher
folgende Zielstellungen erarbeitet:
e Entwicklung eines Kartuschen-Prototyps und Optimierung der einzelnen Teilprozesse:
- Kartuschen-Konzept (Ablaufschema; Mikroarraylayout; Fluidik; Auslese-Software und
Auswertung)
- Probenvorbereitung (Lyse der Zellen und Fangen der DNA)
- Amplifizierung und Detektion der Zielgene (PCR/CMA-Reaktion)
- Etablierung aller Komponenten in einer Prototypkartusche
Schlussendlich wird eine Validierung des ersten Kartuschen-Prototyps mit gespikten Stuhl-Losungen
durchgefiihrt, welche einen oder mehrere Referenz-Stamme beinhalten. Hier soll die Sensitivitdt des
Prototyps unter realen Bedingungen untersucht werden.
e  Entwicklung und Etablierung zweier rt-qPCRs als Modellsystem zum Nachweis:
- der vier klinisch relevantesten Carbapenemase-Gene (blaKPC, blaNDM, blaVIM und
blaOXA-48) sowie deren wichtigsten allelischen Varianten und
- der vier Kklinisch relevantesten Gram-negativen Spezies (Escherichia coli, Klebsiella
pneumoniae, Acinetobacter baumannii und Pseudomonas aeruginosa).
Dieses Modellsystem wird genutzt, um verschiedene Parameter (Reagenzien, PCR-Bedingungen,
Primerkonzentration etc.) der MP-PCRs zu lberprifen und zu optimieren. Das daraus resultierende PCR-
Konzept soll anschlieRend auf das Kartuschen-System Ubertragen werden.
e Test einer isothermalen Amplifikationsmethode (recombinase polymerase amplification; RPA) als

mogliche Anwendung auf den Alere Mikroarray-Plattformen (ArrayMate und m-PIMA-Kartusche).
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3.1 Gerate

Tab. 2: Auflistung der verwendeten Gerate.

Gerat

Bezeichnung

Hersteller/Vertrieb

Sartorius Talent TE1502S
(0,01g /max. 1500g)

Prazisionswaage

Sartorius Lab Instruments GmbH & Co. KG,
Gottingen, Deutschland

Magnetrihrer IKA RCT basic

Magnetrihrer/Heizer

IKA, China

Autoklav HMC HV-85L

Dampfdestillator

Hirayama Manufacturing Corporation, Japan

SHARP R60STW

Mikrowelle

Sharp Electronics, Hamburg, Deutschland

HE-4 Umwalzthermostat

Wasserbad

JULABO GmbH, Seelbach, Deutschland

Scaltec SBA 31
(0,0001g / max. 220g)

Prazisionswaage

SCALTEC INSTRUMENTS GmbH, Gottingen,
Deutschland

Incucell C4

Laborinkubator/Brutschrank

MMM Medcenter Einrichtungen GmbH

Eppendorf Thermomixer
comfort

Thermomixer

Eppendorf Vertrieb Deutschland GmbH,
Wesseling-Berzdorf, Deutschland

Eppendorf Centrifuge 5424

Zentrifuge

Eppendorf Vertrieb Deutschland GmbH,
Wesseling-Berzdorf, Deutschland

Eppendorf Biophotometer
6131

UV/Vis Spectrophotometer

Eppendorf Vertrieb Deutschland GmbH,
Wesseling-Berzdorf, Deutschland

NanoDrop 1000
Spektrophotometer

Mikrovolumen-
Spektralphotometer

ThermoFischer Scientific, Dreieich,
Deutschland

kuroGEL Midi Plus 15
Horizontal

Gel-Elektrophorese-
Kammer

VWR Inernational GmbH, Langenfeld,
Deutschland

BioRad Power Pac300

Netzteil,
Stromversorgungsgerat

Bio-Rad Laboratories Logistik GmbH,
Kabelsketal, Deutschland

Bio-Rad GelDoc 2000
gel documentation system

Transilluminator

Bio-Rad Laboratories Logistik GmbH,
Kabelsketal, Deutschland

Kihlschrank T1400

Kihlschrank

Liebherr-International Deutschland GmbH,
Biberach an der RiR, Deutschland

Mikrowelle Severin

Mikrowelle

SEVERIN Elektrogerate GmbH, Sundern,
Deutschland

Waage Scout Pro SPU401

Prazisionswaage

OHAUS Europe GmbH, Greifensee, Schweiz

Fluoreszenz-Detektion

ArrayMate Mikroarray Auslesegerat fiir | Alere Technologies GmbH, Jena, Deutschland
Fallungs-Detektion
FluoReader Mikroarray Auslesegerat fiir | Alere Technologies GmbH, Jena, Deutschland

AlereQ_NAT-04000605

Alere Q Analyzer (m-PIMA)

Alere Technologies GmbH, Jena, Deutschland

AlereQ_NAT-04000606

Alere Q Analyzer (m-PIMA)

Alere Technologies GmbH, Jena, Deutschland

AlereQ_NAT-04000607

Alere Q Analyzer (m-PIMA)

Alere Technologies GmbH, Jena, Deutschland

AlereQ_NAT-04000609

Alere Q Analyzer (m-PIMA)

Alere Technologies GmbH, Jena, Deutschland

AlereQ_NAT-04000611

Alere Q Analyzer (m-PIMA)

Alere Technologies GmbH, Jena, Deutschland

AlereQ_NAT-04000619

Alere Q Analyzer (m-PIMA)

Alere Technologies GmbH, Jena, Deutschland

AlereQ_NAT-04000620

Alere Q Analyzer (m-PIMA)

Alere Technologies GmbH, Jena, Deutschland

AlereQ_NAT-04000622

Alere Q Analyzer (m-PIMA)

Alere Technologies GmbH, Jena, Deutschland

AlereQ_NAT-04000623

Alere Q Analyzer (m-PIMA)

Alere Technologies GmbH, Jena, Deutschland

AlereQ_NAT-04000624

Alere Q Analyzer (m-PIMA)

Alere Technologies GmbH, Jena, Deutschland

AlereQ_NAT-04000632

Alere Q Analyzer (m-PIMA)

Alere Technologies GmbH, Jena, Deutschland

AlereQ_NAT-04000633

Alere Q Analyzer (m-PIMA)

Alere Technologies GmbH, Jena, Deutschland

AlereQ_NAT-04000659

Alere Q Analyzer (m-PIMA)

Alere Technologies GmbH, Jena, Deutschland

AlereQ_NAT-04000668

Alere Q Analyzer (m-PIMA)

Alere Technologies GmbH, Jena, Deutschland

AlereQ_NAT-04000678

Alere Q Analyzer (m-PIMA)

Alere Technologies GmbH, Jena, Deutschland

AlereQ_NAT-04000688

Alere Q Analyzer (m-PIMA)

Alere Technologies GmbH, Jena, Deutschland

AlereQ_NAT-04000689

Alere Q Analyzer (m-PIMA)

Alere Technologies GmbH, Jena, Deutschland

AlereQ_NAT-04000697

Alere Q Analyzer (m-PIMA)

Alere Technologies GmbH, Jena, Deutschland
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Gerat

Bezeichnung

Hersteller/Vertrieb

Eppendorf MasterCycler
Gradient PCR 5331

Thermocycler/PCR
Maschine

Eppendorf Vertrieb Deutschland GmbH,
Wesseling-Berzdorf, Deutschland

Corbett Rotor-Gene 6000

Real-time PCR Maschine

Qiagen, Hilden, Deutschland

Zeiss Primo Star HAL/LED

Lichtmikroskop

Carl Zeiss Microscopy GmbH, Jena,
Deutschland

Eppendorf Minispin

Zentrifuge

Eppendorf Vertrieb Deutschland GmbH,
Wesseling-Berzdorf, Deutschland

VWR Vortex Shaker

Vortex-Mischer

VWR Inernational GmbH, Langenfeld,
Deutschland

Autoklav Systec VX-75

Autoklav

Systec GmbH, Linden, Deutschland

VITEK-2 Compact

Mikroben-Analyse-Gerat

bioMerieux, Nirtingen, Deutschland

DensiCHECK Plus

UV/Vis Spectrophotometer
fir den VITEK-2 Compact

bioMerieux, Nirtingen, Deutschland

3.2 Software

Tab. 3: Auflistung der verwendeten Software.

Bezeichnung

Hersteller

Microsoft Office Version 2010

Copyright © 2010 Microsoft Corporation

ClustalX2 Version 2.1

Freeware-Software von www.clustal.org

Rotor Gene Q 2.3.1

Copyright © 2005-2012 QIAGEN

ICONOCLUST® 6.0r1pre190325

Alere Technologies GmbH (Abbott)

Paint Version 6.1

Copyright © 2009 Microsoft Corporation

NanoDrop 1000 3.7

Copyright © 2010 Thermo Fisher Scientific Inc.

VITEK® 2 System PC5.01

bioMérieux

GelDoc TDS Quantity One

Copyright © 2003 Bio-Rad Laboratories

EndNote

Copyright © 2019 Clarivate Analytics

Notepad++ 7.6.6

Copyright © Don Ho 2019

uEye Cockpit/IDS Camera manager 4.92

IDS Imaging Development Systems GmbH

3.3 Chemikalien und Enzyme

Alle Reagenzien und Chemikalien, welche fiir die Durchfiihrung der jeweiligen Versuche in dieser Arbeit

verwendet wurden, stammten von den Firmen Roth (Karlsruhe), Sigma (Steinheim), Merck (Darmstadt)

und AppliChem (Darmstadt).

Tab. 4: Auflistung der verwendeten Chemikalien.

Name der Substanz Summenformel molare Masse [g/mol]
Trypton (Pepton aus Casein) | - | e
Hefeextrakt | e e
Natriumchlorid NaCl 58,44 g/mol
Agar-Agar e e
Agarose C12H1809 306,27 g/mol
Harnstoff CHsN20 60,06 g/mol
Glycerin C3HsOs3 92,09 g/mol
GCG-Agar e e
Kaliumhydroxid KOH 56,11 g/mol
Natriumdihydrogenphosphat-Monohydrat NaH2PO4x1H,0 137,99 g/mol
Tris(hydroxymethyl)-aminomethan C4H11NO3 121,14 g/mol
Borsdure H3BOs 61,83 g/mol
Ethylendiamintetraessigsaure (EDTA) C10H16N20s 292,24 g/mol
Salzsiure HClI 36,46 g/mol
Magnesium-Acetat Mg(CH3COO0)2 142,394 g/mol
Tween20 (Polysorbat 20) CssH114026 1.227,54 g/mol
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Tab. 5: Auflistung der verwendeten Enzyme

Enzym Beschreibung Hersteller

Lysozym Hydrolyse der B-1,4-Glycosidische Bindungen der Sigma Aldrich
Peptidoglycan-Zellwand bei Bakterien, (50 mg/ml)

RNase A Rinderpankreas-Ribonuklease A zur hydrolytischen Thermo Fischer

Spaltung von Ribonukleinsdure (RNA) (10mg/ml)

BTR-Tag-Polymerase Tag-DNA-Polymerase zur Amplifizierung von biotechrabbit GmbH
Desoxyribonukleinsauren (DNA), (5 U/ul)
Cefotaxim-Natrium-Salz | Antibiotikum aus der Gruppe der Cephalosporine der | Sigma Aldrich
dritten Generation
3.4 Kits und Verbrauchsmaterialien
Tab. 6: Auflistung der verwendeten Kits mit deren Komponenten
Produkt Menge/Kit | Beschreibung der Teilkomponenten Hersteller
Lysis Enhancer 30 ml Alere Technologies GmbH
= Al-Puffer 50 Stk | Lysis Enhancer Puffer (Jena, Deutschland)
= A2-Tubes Eppendorf-ReaktionsgefaRe mit Lysis Enhancer-
Pellet
DNeasy Blood & Tissue Qiagen (Hilden,
Kit Deutschland)
= DNeasy Mini Spin 250 Stk | Zentrifugenréhrchen mit Saulen
Columns
= AL-Puffer 54 ml | Lysis-Puffer
= Proteinase K 6 ml | Enzym fir Zell-Lyse
= AW1-Puffer 228 ml | Waschpuffer 1 (98 ml AW1-Konzentrat + 130 ml
Ethanol)
= AW2-Puffer 226 ml | Waschpuffer 2 (66 ml AW2-Konzentrat + 160 ml
Ethanol)
= AE-Puffer 120 ml | Elutionspuffer
Carb Detect AS-1 Kit Alere Technologies GmbH
/Carb Detect AS-2 Kit (Jena, Deutschland)
= AT2-Tubes 55 Stk | ReaktionsgefdfRe mit CarbDetect AS-2 Mikroarray
= AT-Arraystrips 12 Stk | 12 Arraystrips mit je 8 ReaktionsgefalRen pro Kit
= B3Carb-Mix 70 pl | Primermix fur CarbDetect AS-1 Mikroarray
= B3Carb2-Mix 70 pl | Primermix fiir CarbDetect AS-2 Mikroarray
= B1+-Puffer 560 ul | Reaktionspuffer fiir Labeling-Reaktion (PCR-Puffer
mit dNTPs + Biotin-dUTPs)
= B2-Losung 23 ul | Polymerase-Losung
= C1-Puffer 30 ml | Hybridisierungspuffer
= C2-Puffer 120 ml | Waschpuffer 1
= C3-Konjugat 220 ul | Streptavidin-gekoppelte Merrettich-Peroxidase
= C4-Puffer 30 ml | Konjugat-Pufferlosung
= C5-Puffer 120 ml | Waschpuffer 2
= D1-L6sung 16 ml | Substrat SeramunGriin® (o-Dianisidin)
RNA UltraSense™ One- ThermoFischer (Dreieich,
Step Quantitative RT- Deutschland)
QPCR System Kit
= RNA UltraSense™ 250 pl | Polymerase-Lésung
Enzyme Mix
= RNA UltraSense™ 5X 1 ml | Reaktionspuffer fiir rt-qPCR Reaktion
Reaction Mix
ChargeSwitch® gDNA ThermoFischer (Dreieich,
Mini Bacteria Kit Deutschland)
= ChargeSwitch® 2 ml | Magnet-Beads (25 mg/ml)
Magnetic Beads
= Proteinase K 500 pl | Enzym fir Zell-Lyse (20 mg/ml)
= RNase A 400 pl | Enzym fur RNA-Abbau (5 mg/ml)
= R4-Puffer 10 ml | Resuspensions-Puffer
= L14-Puffer 25 ml | Lysis-Puffer
= B8-Puffer 20 ml | Bindungspuffer
= W12-Puffer 100 ml | Waschpuffer
= E5-Puffer 10 ml | Elutionspuffer
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Tab. 7: Auflistung der verwendeten Verbrauchsmatieralien

Produkt Menge/Kit | Beschreibung Hersteller

GelRed™ Nucleic Acid 500 pl | Fluoreszenz-Farbemittel fiir BIOTREND Chemikalien

Stain 10.000X in water Nukleinsauren GmbH (Ko6In, Deutschland)

Thermo Scientific™ 6X 1000 pl | Beladungsfarbsoff fur Nukleinsduren, ThermoFischer (Dreieich,

DNA Loading Dye enthalt Cylencyanol (TBE:3030bp) und | Deutschland)
Bromphenolblau (TBE:220bp)

GeneRulerTM 1 kb 100 pl | Molekulargewichtsstandard ThermoFischer (Dreieich,

Plus DNA Ladder Deutschland)

GeneRulerTM 100 bp 100 pl | Molekulargewichtsstandard ThermoFischer (Dreieich,

Plus DNA Ladder Deutschland)

Tab. 8: Auflistung der verwendeten DNA-Molekulargewichtsstandards-Standards

Bezeichnung FragmentgréBen [Bp] Hersteller
GeneRuler™ 1 kb Plus | 20000, 10000, 7000, 5000, 4000, 3000, 2000, 1500, ThermoFischer (Dreieich,
DNA Ladder 1000, 700, 500, 400, 300, 200, 75 Deutschland)
GeneRuler™ 100 bp 3000, 2000, 1500, 1200, 1000, 900, 800, 700, 600, 500, ThermoFischer (Dreieich,
Plus DNA Ladder 400, 300, 200, 100 Deutschland)

3.5 Oligonukleotide

In dieser Arbeit wurden unterschiedliche Oligonukleotide verwendet, welche teilweise am 5‘- und 3‘-
Ende der Sequenz je nach Verwendungszweck modifiziert waren. Alle Oligonukleotide mit der jeweiligen
DNA-Sequenz (einschlieflich 5'- und 3‘-Modifikationen), Schmelz-Temperatur (Tn), der Amplikon-GréRe
(Amp.) und der Accession Nr. der Referenz-Sequenz aus der NCBI-Datenbank wurden in Tab. 9
aufgelistet. Die Namen setzen sich aus der jeweiligen Zielgen sowie der englischen Benennung der
Funktion des Oligonukleotides im Assay (FW — forward primer, RV — reverse primer, TMP — Tagman
probe, REP — reporter, HP — hybridisation probe) zusammen. Bei den RPA-Assays sind anstatt der
Schmelztemperatur die Lange der Oligonukleotide angegeben, da fiir die RPA-Reaktion die
Schmelztemperatur keine wesentliche Rolle spielt, sondern die Lange der Primer (Tab. 9 Abschnitt 3.5.4

und Abschnitt 3.5.5).

Fir die rt-gPCRs wurden TagMan-Sonden verwendet, welche am 5‘-Ende mit einem Fluorophor (6FAM,
HEX, ROX oder Cy5) gekoppelt wurden. Am 3‘-Ende wurden diese mit dem jeweiligen Quencher (BHQ1,
BHQ2 oder BHQ3) gekoppelt. Die Hybridisierungssonden der Mikroarrays wurden am 3‘-Ende jeweils mit
einem C7-Aminolinker gekoppelt, um die Sonden auf der Chipoberflache fixieren zu kdnnen. Reporter
fiir die Kartuschenversuche wurden am 5‘- und 3‘-Ende mit einem Fluorophor (Cy5) gekoppelt fir die
Detektion in der Kartusche. Fiir die RPA-Versuche wurden jeweils die Riickwartsprimer entweder mit
Biotin oder Cy5 am 5‘-Ende gekoppelt, fiir die Detektion auf den Mikroarrays der offenen Plattform

sowie in der Kartusche.

Alle Oligonukleotide wurden von der Firma Metabion (metabion international AG/Metabion GmbH,
Planeeg, Deutschland) synthetisiert. Die Oligonukleotide wurden in lyophilisierter Form geliefert und fir

den Gebrauch mit nuklease-freiem Wasser auf 100 uM gel6st.
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Tab. 9: Auflistung aller in dieser Arbeit verwendeten Oligonukleotide

Oligo-Name  DNA Sequenz (5'-3/) Mod. Mod. Tm Amp.  Accession
5' 3' (°C) (bp) Nr.

3.5.1 Oligonukleotide fiir Spezies-rt-qPCR

gad-FW GGATATCGTCTGGGACTTCCG e oo 57,0

gad-RV GCGGAGCCAGACCGAATTT e e 58,0 77 AE014075

gad-TMP GTGAAATCGATCAGTGCTTCAGGCCA Cy5 BHQ3 62,8

khe-FW TGGGGATCCACCACGA e e 53,0

khe-RV AGAGATAGCCGTTTATCCACAC e s 55,0 126 AF293352

khe-TMP GAGGAAGAGTTCATCTACGTGCTGGAGG 6FAM BHQ1 63,4

basC-FW CTTGGTTACTATGGCCAATCC  eeeeee eeeen 53,0

basC-RV GGTAATTGTTTTGAAGCCCA e e 52,0 153 CP000521

basC-TMP CCACGCCGTGAATATGACCATTATTG ROX BHQ2 60,0

ecfX-FW ATGAGCGCTTCCGTGGTTC e oeeeee 58,1

ecfX-RV AGGAAGCGCAGCAACTCG eeeeeee e 58,4 67 DQ996558

ecfX-TMP TCTCGCATGCCTATCAGGCGTTCCAT HEX BHQ1 65,3

3.5.2 Oligonukleotide fiir Carbapenemase-rt-qPCR

KPC-FW CTGTATCGCCGTCTAGTTCTG e e 55,4

KPC-RV AGTTTAGCGAATGGTTCCG  dmeeee e 53,0 101 EU447304

KPC-TMP TGTCTTGTCTCTCATGGCCGCTGG 6FAM  BHQl1 64,0

NDM-FW GCATTAGCCGCTGCATT e e 53,4

NDM-RV GATCGCCAAACCGTTGG e e 53,7 100 FN396876

NDM-TMP ACGATTGGCCAGCAAATGGAAACTGG ROX BHQ2 63,7

OXA48-FW TTCCCAATAGCTTGATCGC e e 52,7

OXA48-RV CCATCCCACTTAARAGACTTGG e e 53,5 70 AY236073

OXA48-TMP TCGATTTGGGCGTGGTTAAGGATGAAC HEX BHQ1 63,9

VIM-FW TGGCAACGTACGCATCACC e e 58,4

VIM-RV CGCAGCACCGGGATAGAA e s 56,9 143 Y18050

VIM-TMP TCTCTAGAAGGACTCTCATCGAGCGGG Cy5 BHQ3 63,6

3.5.3 Oligonukleotide fiir Prototyp-Kartusche

KPC-FW CTGTATCGCCGTCTAGTTCTG e e 55,4

KPC-RV AGTTTAGCGAATGGTTCCG e e 53,0

KPC-REP CCAGCGGCCATGAGAGACAAGACA Cys cys 64,0 101 EU447304

KPC-HP TGTCTTGTCTCTCATGGCCGCTGG ~ eeeeeee §r7'n—ino 64,0

NDM-FW GCATTAGCCGCTGCATT e e 53,4

NDM-RV GATCGCCAAACCGTTIGG e e 53,7

NDM-REP CCAGTTTCCATTTGCTGGCCAATCGT Cys cys 63,7 100 FN396876

NDM-HP ACGATTGGCCAGCAAATGGAAACTGG ~ —eem- f\;'ino 63,7

OXA48-FW TTCCCAATAGCTTGATCGC  emeeee emeee 52,7 70 AY236073

OXA48-RV CCATCCCACTTAAAGACTTGG e e 53,5

OXA48-REP TGTTCATCCTTAACCACGCCCAAATCGA Cy5 Cy5 63,9

OXA48-HP TCGATTTGGGCGTGGTTAAGGATGAAC — ceeeee- iﬁino 63,9

VIM-FW TGGCAACGTACGCATCACC e e 58,4

VIM-RV CGCAGCACCGGGATAGAA e e 56,9

X'E'\F/,' 1/2/5 CCCGCTCGATGAGAGTCCTTCTAGAGA e oo 63,6 Y18050/

VIM-13-REP CCCACTCGATGAGAGCCCTTCTAGAGA Cy5 Cy5 63,6 143 NG_05034

VIM-1/2/5-HP  TCTCTAGAAGGACTCTCATCGAGCGGG ~  —eemmm- Z;ino 63,6 °

VIM-13-HP TCTCTAGAAGGGCTCTCATCGAGTGGG  emmeeee izﬁ_ino 63,6
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Mod. Mod. T
Oligo-Name  DNA Sequenz (5-3°) od od y

Amp. Accession

5' 3' (°C) (bp) Nr.
gad-FW ACATCGACATGCACATCG e oo 53,0
gad-RV TGAAGCACTGATCGATTTCACA e e 55,6
gad-REP AGGCGGAAGTCCCAGACGATATC s cy5s 61,0 110 AE014075
gad-HP GATATCGTCTGGGACTTCCGCCT e 7 610
Amino
Name des Mod. Mod. Linge Amp. Accession
DNAS 5-31
Oligos equenz ( ) 5' 3' [b] (bp) Nr.
3.5.4 Oligonukleotide fiir RPA-Versuche tber Fillungs-Detektion
oxa-48F1 AATTTCGGCCACGGAGCAAATCAGCTTTTTAAG coocoe ccoeee 33
TCACCATTGGCTTCGGTCAGCATGGCTTGTTTGA . 116 AY236073
oxa-48R1 c Biotin  --—----- 35
ATCGTTGATGTCACTGTATCGCCGTCTAGTTCTG
kpcF1 o 35
127 EU447304
kpcR3 AAAGTCCTGTTCGAGTTTAGCGAATGGTTCCGCG Biotin = --——--- 34
VIM-1F3 AAAAACACAGCGGCACTTCTCGCGGAGATTG  coocoe coeee 31
138 Y18050.2
VIM-1R15 ATGCGTACGTTGCCACCCCAGCCGCCCGAAGGAC  Biotin  ----—-- 34
VIM-2F7 TTGATACAGCGTGGGGTGCGAAAAACACAGCGGC  —mmomem commeee 34
153 AY204637
VIM-2R15 TACGTTGCCACCCCAGCCGCCCGAAGGACATC Biotin  --——--- 32
3.5.5 Oligonukleotide fiir RPA-Versuche iiber Fuoreszenz-Detektion
oxa-48F1 AATTTCGGCCACGGAGCAAATCAGCTTTTTAAG —-omomm —memeee 33
TCACCATTGGCTTCGGTCAGCATGGCTTGTTTGA 116 AY236073
oxa-48R1 c Cy5 - 35
ATCGTTGATGTCACTGTATCGCCGTCTAGTTCTG
kpcF1 A e 35
127 EU447304
kpcR3 AAAGTCCTGTTCGAGTTTAGCGAATGGTTCCGCG Cy5 - 34

3.6 Bakterien-Stamme

Fiir die verschiedenen Experimente wurden eine Vielzahl unterschiedlicher Stamme verwendet. Eine

Auflistung aller Tabellen mit aufgelisteten Stammen wird gezeigt in Tab. 10.

Tab. 10: Auflistung der Tabellen der verwendeten Stimme

Tabelle | Tabellenbeschriftung Anzahl Seiten-
Staimme | zahl
Tab. 18 | Referenzstamme fiir die Bakterienpellet-Herstellung 4 38
Tab. 29 | Referenzstdimme fiir die RPA-Reaktionen 4 53
Tab. 32 | Referenz-Stamme fir die LOD-Studie der Spezies-rt-qPCR 4 58
Tab. 33 | Referenz-Stamme fiir die LOD-Studie der Carbapenemase-rt-qPCR 7 58
Tab. 65 | Stamme fir die Sensitivitdts- und Spezifitatstest der Spezies-rt-qPCR 132 123
Tab. 66 | Stamme fir die Sensitivitdts- und Spezifitatstest der 132 125
Carbapenemase-rt-qPCR
Tab. 38 | Referenzstamme fiir die Eichgeraden 5 65
Tab. 51 | Referenzstamme fiir die Evaluierungsstudie 4 77
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3.7 Kulturmedien

Tab. 11: Auflistung der verwendeten Kulturmedien
3.7.1 Fliissigmedien
TY-Flussig-Medium
(tryptone yeast extract)

e 16 g Trypton, 10 g Hefeextrakt und 5 g Natriumchlorid auf 1 | mit de-
ionisierten Wasser auffiillen und mit Magnetriihrer verrihren.

e Flussigmedium anschliefend bei 121 °C fur 30 Minuten (min) autoklavieren
und bis zur Nutzung bei 4 °C lagern.

3.7.2 Festmedien

TY-Agar e Abwiege- und Losungsprozess analaog zum Flussigmedium.

e Je 200 ml Flissigmedium werden 3 g Agar-Agar hinzugegeben und bei 121 °C
far 30 min autoklaviert. Lagerung erfolgt bei 4 °C.

GCG-MUG-Agar e 1 g Harnstoff in einem Erlenmeyerkolben abwiegen und mit 20 ml Glycerin
(Galle-Chrysoidin- vermischen. Losevorgang kann durch Mikrowelle (800 W, 5 s) unterstiitzt
Glycerol- Nahrboden mit werden. Erlenmeyerkolben mit der vorbereiteten Losung mit Alufolie
4-Methylumbelliferyl abgedecken.

-B-D-glucuronide) e Vorbereiten von zwei Flaschen (1 1) mit je 600 ml Bidest (doppelt-destilliertes

Wasser) und ein mit Alufolie abgedecktes Becherglas (2 1) mit Ruhrfisch.
Diese werden anschlieBend zusammen mit der vorbereiteten Losung bei
121 °C fur 20 min autoklaviert.

e 43 g GCG-Agar (SIFIN 500 g, #TN1237) auf einem Stiick Alufolie abwiegen
und in das autoklavierte Becherglas mit Riihrschwein tiberfihren.

e 1| autoklaviertes Bidest und die autoklavierte Harnstoff-Glycerin-Mischung
dazugegeben und auf der Heizplatte des Magnetriihrers unter Rithren zum
Kochen bringen.

e Die resultierende GCG-MUG-Agar-Losung wird anschlieBend in die leeren
Flaschen (11) Giberfihrt und 10 min bei 50 °C in einem Wasserbad abgekiihlt.
Wenn die Temperatur des Mediums auf 50 - 60 °C herunter gekihlt ist,
kdnnen die Platten gegossen werden. Die Lagerung der GCG-MUG-Platten
erfolgt bei 4 °C.

3.7.3 Selektionsmedien

Bei der Herstellung von Selektionsmedien wurde eine Cefotaxim-Konzentration von 2 pug/ml verwendet.
Dafur wurde zuerst eine Cefotaxim-Stocklésung mit einer Konzentration von 1 mg/ml hergestellt und
steril-filtriert. Da das Antibiotikum nicht hitzestabil ist, wurde es erst am Ende hinzugegeben, wenn die
Flissig- oder Agar-Medien bereits auf 50 °C runtergekiihlt waren. Dabei wurden pro 100 ml Medium
200 ul Cefotaxim-Losung hinzugegeben und durchmischt. Bei Agar-Medien (TY-Agar oder GCG-MUG-
Agar) wurden im Anschluss auch gleich die Platten gegossen. Die Selektionsplatten waren dann ungefahr
2 Wochen haltbar, bevor das Antibiotikum seine Wirkung verliert. Die Lagerung der Platten sowie der

Flissigmedien erfolgte bei 4 °C.
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3.8 Puffer und Losungen

Tab. 12: Auflistung aller in dieser Arbeit verwendeten Puffer und Losungen
3.8.1 Losungen fiir Zellkulturen

10x PBS-Puffer °
(Stockldsung)

80 g Natriumchlorid, 5,04 g Kaliumhydroxid, 15,6 g Natrium-
dihydrogenphosphat-Monohydrat, 1 | Bidest hinzugegeben.

e Den pH-Wert mit Salzsdure oder Kaliumhydroxid-Losung auf einen Wert
von 7.4 einstellen.

3.8.2 Losungen fiir den VITEK
0,45 % NaCl-Losung .

3,6 g NaCl in 800 ml Bidest I6sen und anschliefend bei 121 °C fiir 30 min
autoklavieren

3.8.3 Gel-Elektrophorese-Puffer

5x Borat-Puffer .
(TBE-Puffer, pH 8,2)

107,8 g Tris(hydroxymethyl)-aminomethan (Tris), 55 g Borsdure und
5,85 g Ethylendiamintetraessigsdure (EDTA) abwiegen und mit Bidest
auf 2 | Gesamtvolumen auffiillen und I6sen.

e Der pH-Wert von 8,2 sollte direkt eingestellt vorliegen.

3.8.4 PCR-Puffer

5x In-House PCR-Puffer (IHP- .
Puffer, pH 8,5)

[Dies ist der Standard-PCR-Puffer der m-PIMA-Kartusche. Die genaue
Zusammensetzung ist ein Betriebsgeheimnis, weshalb hier nicht naher
darauf eingegenagen werden kann.]

e Enthalten sind KCI, EDTA, MgCl>-Hexahydrat, Tween20, TritonX-100,
Trehalose, Natriumazid (NaNs), Guanidinhydrochlorid und Tris-HCI
(pH 8,5).

Die In-House HEPES-Puffer sind von der Zusammensetzung identisch
zum IHP-Puffer. Der einzige Unterschied besteht darin, dass auf Zugabe
von TrisHCI (pH8,5) verzichtet und stattdessen HEPES-Natriumsalz-
Losung in definierten Konzentrationen hinzugegeben wurde. Der pH-
Wert wurde auf 6,9 eingestellt.

5x In-House HEPES-Puffer 1 - °
3(IHH1-3,pH6,9)

Name des Puffers

HEPES-Konzentration in
5x Puffer

HEPES-Konzentration in
1x Puffer

In-House-HEPES-Puffer

1 (IHH1-Puffer) pH,9 | ‘9% ™M 2,05 mM
In-House-HEPES-Puffer

2 (IHH2-Puffer) pHe,9 | 2020 ™M 4,10 mM
In-House-HEPES-Puffer 41,00 mM 8,20 mM

1 (IHH3-Puffer) pH6,9

3.8.5 Stuhlsuspensionen

Stuhlsuspensionen e Die Stuhlproben wurden von freiwilligen Spendern zur Verfligung
(Stuhl [+]) fur gestellt und in sterilen Sammelbehéltern gesammelt.
Evaluierungsstudie e Die Stuhlproben wurden in Transferpuffer gelést und mit dem UV/Vis

Spektroskop bei 600 nm auf eine optische Dichte von 0,5 eingestellt.

e Die vorbereiteten Stuhllésungen wurden anschlieBend (ber Hitze
inaktiviert (80°C, 15 min), aliquotiert und zur spateren Verwendung bei
-20 °C gelagert.

3.8.6 Losungen fiir Poly-Histidin-Polystyrene-Beads

50 mM Imidazol (pH 5,5) e Verdiinnen von 1 M Imidazol in einer 1:20-Verdinnung mit Bidest.
Anschliefend Einstellen des pH-Wertes mit HCl auf pH 5,5.

Herstellung einer 1:10*-Verdiinnung, durch Zugabe von 100 pl Tween20
auf 999,9 ml Bidest.

0,01% Tween20-Lésung °

3.8.7 Desoxyribonukleosidtriphosphat-Zugabe zu PCR-Puffern
Fiir die einfachere Anwendung bei PCR-Reaktionsansatzen, wurden zu den oben beschriebenen PCR-
Puffern die Desoxyribonukleosidtriphosphate (engl. deoxyribonucleotide triphosphates, dNTPs) bereits

hinzugegeben. Fiir Markierungsreaktionen auf der offenen Plattform, wurde mit Biotin-11-dUTPs
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gearbeitet. Dabei wurde ein Verhaltnis von 33,3 % Biotin-dUTP und 66,7 % dTTP verwendet. Fiir Arbeiten
mit normaler PCR oder rt-qPCR wurde im PCR-Puffer nur dUTP ohne Biotin eingesetzt. Dies hatte den
Zweck ebenso wie bei Biotin-11-dUTP, dass im Falle einer moglichen Amplikon-Kontamination, ein

Vorverdau mit Uracil-N-Glykosylase (50 °C, 1 h) durchgefiihrt werden konnte.

Die Herstellungsvorschrift war fir alle verwendeten PCR-Puffer identisch und wurde durchgefiihrt wie
in Tab. 13 beschrieben. Je nach Anwendung wurde Biotin-11-dUTP oder dUTP zum Puffer hinzugegeben.
Nach der Herstellung lagen die PCR-Puffer in vierfacher Konzentration vor und wurden so direkt fir die

Reaktionsansatze verwendet.

Tab. 13: Zugabe von dNTPs zu den einzelnen PCR-Puffern

Substanz Endkonzentration im PCR-Puffer
PCR-Puffer 4x

dATP 0,4 mM

dCTpP 0,4 mM

dGTP 0,4 mM

dTTP 0,26 mM
Biotin-11-dUTP/dUTP 0,14 mM

Gesamtvolumen

3.8.8 Primermix-Losungen

In den Experimenten wurden zur Erleichterung des Handlings mit Primermix-Losungen gearbeitet.
Ausgehend von Erfahrungen in der m-Pima-Kartuschen-Anwendung, wurde fir die ersten Versuche mit
einer Primer-Konzentration von 500 nM je Reaktion gestartet (10x Primermix vor Optimierung). Spater
wurden die Primerkonzentration fiir die MP-PCR-Anwendung mit optimalem Detektionslimit angepasst

(10x Primermix nach Optimierung).

Tab. 14: Primermix-Losungen fiir die Reaktionsansatze

10x Primermix vor Optimierung 10x Primermix nach Optimierung

Primer Endkonzentration = Endkonzentration Endkonzentration Endkonzentration
im Primermix in PCR-Reaktion im Primermix in PCR-Reaktion
(10x) (1x) (10x) (1x)

gad-FW 5uM 500 nM 5uM 500 nM
gad-RV 5uM 500 nM 5uM 500 nM
KPC-FW 5uM 500 nM 2 uM 200 nM
KPC-RV 5uM 500 nM 2 uM 200 nM
NDM-FW 5uM 500 nM 5uM 500 nM
NDM-RV 5uM 500 nM 5uM 500 nM
OXA48-FW 5uM 500 nM 2 uM 200 nM
OXA48-RV 5uM 500 nM 2 uM 200 nM
VIM-FW 5uM 500 nM 1uM 100 nM
VIM-RV 5uM 500 nM 1uM 100 nM

3.8.9 Reportermix-L6sungen
Fiir die Anwendung in den PCR-Kartuschen wurden Reportermix-Losungen verwendet. Auch in diesem
Fall wurde ausgehend von Erfahrungen in der Kartuschenhandhabung mit einer ausgehenden

Konzentration von je 10 nM je Reporter im Reaktionsabsatz begonnen (10x Reportermix vor
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Optimierung). Starke Schwankungen in den Signalintensitdten machten es jedoch notwendig die

Reporter-Konzentrationen anzupassen (10 x Reportermix nach Optimierung).

Tab. 15: Reporter-Konzentrationen der verwendeten Reportermix-Losungen

(A) 10x Reportermix vor Optimierung (B) 10x Reportermix nach Optimierung
Reporter Endkonzentration Endkonzentration in Endkonzentration Endkonzentration in

im Primermix PCR-Reaktion im Primermix PCR-Reaktion

(10x) (1x) (10x) (1x)

gad-REP 100 nM 10 nM 199 nM 19,9 nM
OXA48-REP 100 nM 10 nM 133 nM 13,3 nM
NDM-REP 100 nM 10 nM 154 nM 15,4 nM
KPC-REP 100 nM 10 nM 166 nM 16,6 nM
VIM1/2/5-REP 100 nM 10 nM 109 nM 10,9 nM
VIM13-REP 100 nM 10 nM 109 nM 10,9 nM

3.9 Pellets fiir die Komplett-Kartusche

3.9.1 Pellets fiir die Lyse-Reaktion
Fir die Lyse-Reaktion sowie auch fiir die pH-Wert-Anderung des Lysates auf pH 3,6 wurden die in Tab.

16 aufgelisteten Pellets in der Lyse-Kammer der Kartusche verbaut.

Tab. 16: Auflistung aller eingesetzten Chemikalien der Lysis-Kammer-Pellets

Pellet Substanz
[Das Lyse-Pellet wird standardmaRig auch in der m-PIMA-Kartusche verbaut.
Lyse-Pellet Deshalb ist die genaue Zusammensetzung ein Betriebsgeheimnis und wird hier
(Guanidine Hochsalz- nicht naher erldutert.]
Pellet) Die enthaltenen Bestandteile sind u.a. GuaHCl, EDTA-Natrium-Salz, Antifoam,

N-Lauroylsarcosine und Magnesiumstearat.

Advantose (Maltose) (96 %); Kollidon® CL-SF (0,8 %); Magnesiumstearat (0,2 %);
Lysozym (3 %)

Advantose (Maltose) (85 %); Kollidon® CL-SF (0,8 %); Magnesiumstearat (0,2 %);
Zitronensaure (14 %)

Lysozym-Pellet

Zitronensaure-Pellet

3.9.2 Pellets fiir die PCR/CMA-Reaktion

Tab. 17: Reagenzeien der T- und PR-Pellets des CarbaDetect q Prototyps
Pellet finale Konzentration in der CMA/PCR (110 pl)
[Das Taqg-Polymerase-Pellet wird standardmaRig auch in der m-PIMA-Kartusche
verbaut. Deshalb ist die genaue Zusammensetzung ein Betriebsgeheimnis und
Tag-Polymerase-Pellet wird hier nicht naher erlautert.]
(T-Pellet) Die enthaltenen Bestandteile sind u.a. Cavasol; Glycerin; dNTP-Mix (0,2 mM);
TrisHCI pH7,4 (3,41 mM); Tag-Polymerase (0,25 U/ul); Antikorper (120 ng/U Tag-
Polymerase)
Cavasol; Tris-HCI pH 8.3 (40 mM); gad-FW (500 nM); gad-RV (500 nM); KPC-FW
(200 nM); KPC-RV (200 nM); NDM-FW (500 nM); NDM-RV (500 nM); OXA48-FW
Primer/Reporter-Pellet (200 nM); OXA48-RV (200 nM); VIM-FW (100 nM); VIM-RV (100 nM); gad-REP
(PR-Pellet) (19,9 nM); OXA48-REP (13,3 nM); NDM-REP (15,4 nM); KPC-REP (16,6 nM);
VIM1/2/5-REP (10,9 nM); VIM13-REP (10,9 nM)

Nach erfolgreicher Evaluierung der Primer- und Reporter-Konzentrationen wurden die

Zusammensetzungen der Primer-Reporter-Pellets (PR-Pellet) ebenso wie auch der Tag-Polymerase-
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Pellets (T-Pellet) fir den Kartuschen-Prototyp festgelegt, welche in der Kartusche verbaut werden
sollten. Die Herstellung erfolgte dabei nach den Vorgaben in Tab. 17. Dargestellt sind die Chemikalien
und spezifischen Oligonukleotide der Pellets sowie deren finale Konzentration in der CMA im

Reaktorraum.

3.9.3 Finger-Beads und Beads-Pellets

Polyhistidin-gekoppelte Polystyren-Beads

Die Histidin-gekoppelten Polystyren-Beads wurden hergestellt {iber eine doppelte Kopplungsreaktion
mit 25 um COOH-gekoppelten Polystyren-Beads (micromod Partikeltechnologie GmbH, Rostock,
Deutschland), Ethyl-3-(3-dimethylaminopropyl)carbodiimid (EDC) und Poly-L-Histidin (Poly-His). Als
erster Schritt wurde der Uberstand der 50 ml Bead-Lésung (25 mg/ml, 1.2 x 10° Partikel pro mg) entfernt.
AnschlieBend wurden die Beads zweimal mit 10 ml Imidazol (50 mM, pH 5,5) gewaschen und flir 5 min
bei 50 rcf zentrifugiert. Nach Verwerfen des Uberstandes wurden zu den COOH-gekoppelten Polystyren-
Beads, die EDC-Losung (125 mg EDC in 2,25 ml Wasser) und Poly-His-Lésung (50 mg Histidin gelost in
Imidazol-Puffer pH 5,5) hinzugegeben und {iber Nacht bei 1000 min? geschiittelt. Danach wurde fiir
5 min bei 50 rcf zentrifugiert und der Uberstand entfernt. Die Poly-His-Polystyren-Beads wurden im
Anschluss zweimal mit 10 ml Imidazol-Puffer (50 mM, pH 5,5) gewaschen. Zum Schluss wurde zu den

Beads nochmals Imidazol-Puffer (50 mM, pH 5,5) hinzugegeben bis ein Gewicht von 5 g erreicht wurde.

Beads-Pellets fiir die Kartusche

Fiir die Produktion der Beads-Pellets wurden 2,6 ml der Poly-His-Polystyren-Bead-L6sung fiir 5 min bei
500 rcf zentrifugiert und der Uberstand verworfen. Danach wurden 260 pl Trehalose-Lésung (1 M) und
230 pl Imidazol-Puffer (50 mM, pH 5,5) hinzugegeben. Die resultierende Bead-Losung wurde
anschliefend auf die Lyophilisierungsform aufgeteilt, wobei 5 pl in jeden Slot pipettiert wurden. Die

Lyophilisierung wurde {iber Nacht bei 30 °C und 30 % Luftfeuchtigkeit durchgefiihrt.

Auszdhlung der Poly-Histidin-Polystyrene-Beads

Um zu bestimmen, wie viele Poly-Histidin-Polystyrene-Beads (PH-PS-Beads) in der Kartusche verwendet
werden, wurde die Bead-Suspension, die fiir die Beads-Pellet-Herstellung verwendet wurden ausgezihlt.
Hierzu wurden verschiedene Kopplungsmuster miteinander verglichen (Tab. 39). Die Kopplungen der

Beads wurden durchgefiihrt wie in Abschnitt 4.7.1 beschrieben.

Zum Auszahlen der 25 um PH-PS-Beads wurde eine 1:200-Verdiinnung der Kopplungssupension mit
Bidest/0,01 % Tween20-Losung hergestellt. Dann wurden 2,5 pl der jeweiligen Verdiinnung auf den
Objekttrager getropft, eintrocknen gelassen und die Beads jedes Tropfens unter dem Lichtmikroskop

ausgezahlt.
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4. Methoden

4.1 Analyzer-Plattform und Kartuschen-Prototyp

4.1.1 Abbott m-Pima Plattform

Fiir diese Arbeit wurde die m-PIMA-Analyzer-Plattform verwendet, welche von der Firma Abbott Rapid
Diagnostics (Jena, Deutschland) produziert wird und zuvor als Alere™ gNAT-System bekannt war (Abb.
6). Die Plattform wurde entwickelt zur Detektion von HIV (engl. human immunodeficiency virus) sowie
dessen Uberwachung (Chang et al. 2017, Ullrich et al. 2012). Es handelt sich dabei um ein voll-integriertes
lab-on-chip Kartuschensystem, bei dem alle Schritte von der Prozessierung der Probe (einschliefRlich
Lyse, Nukleinsdure-Extraktion, Amplifizierung und Detektion) bis hin zur Auswertung der Ergebnisse
innerhalb der Kartusche sowie im Analyzer stattfinden. Dieses System wurde fiir die Arbeit mit Blut und
Plasma als nativen Proben konzipiert. Das Kartuschen-System bietet den Vorteil potentiell infektioses
Material in einem abgeschlossenen System zu prozessieren, wodurch das Risiko einer Infektion gesenkt
wird. Eine weitere Besonderheit dieser Plattform ist eine patentierte Detektionsmethode
(W0/008/055915), die Verfolgung der Amplifikation durch Verdrangung kompetitiver Reporter (engl.
competitive reporter monitored amplification, CMA) (Ullrich et al. 2012), welche in dieser Plattform zur
Anwendung kommt. Es handelt sich dabei um eine Kombination aus Mikroarray-Technologie und PCR,

deren genaue Funktionsweise ndher im Abschnitt 4.1.3 noch erldutert werden wird.

Neben dem Nachweis von HIV bietet diese Plattform auch die Méglichkeit andere Anwendungsbereiche
abzudecken. So wurden bereits Machbarkeitsstudien zur Untersuchung von Mutationen in
Resistenzmustern von Mycobacterium tuberculosis durchgefihrt (Havlicek et al. 2018b, Havlicek et al.
2018a, Havlicek et al. 2017). Auch in dieser Arbeit wird eine weitere Anwendungsmaoglichkeit vorgestellt,
bei der im Rahmen einer Machbarkeitsstudie ein Nachweistest fiir Carbapenemasen entwickelt werden

soll.

4.1.2 Konzept des Kartuschen-Designs

Bei dem Kartuschen-Prototyp-Design handelt es sich um eine modifizierte Variante der handelstblichen
m-Pima Kartusche. Die Kartusche wurde so angepasst, dass sie flr die Prozessierung von
Rektalabstrichen geeignet ist. Daflir wurde zum einen die Lysis-Kammer vergroRert, um ein groReres
Volumen fassen zu kénnen, zum anderen wurde eine neue Methode implementiert, um unspezifisch

DNA zu fangen.
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Schaukel-Kammer PCR Reagenzien-Kammer
* 1x Taq Polymerase-Pellet

« 1x Primer/Reporter-Pellet

Lyse-Kammer

* 1x Lyse-Pellet

+ 1x Lysozym-Pellet

* 3x Zitronensdure-
Pellet Reaktionskammer

* Magnetrihrer \ + DNA-Mikroarray

* Pellet mit
Poly-Histidin-
Polystyrol-Beads
(.capture beads" )

Puffer-Reservoir (Spritze) Abfall-Kammer

*+ 1x IHH1 -Puffer (pH 6,9)

Abb. 6: Abbott Point-of-Care-Plattform und Kartuschen-Konzept.

Abgebildet ist der m-Pima Analyzer mit der m-Pima-Kartusche (links im Bild) sowie das Schema der Prototyp-
Kartusche (rechts im Bild). Die Kartusche enthélt funf Kammern, die ihrer Funktion nach benannt sind und in denen
die jeweiligen Teilprozesse der Prozessierung stattfinden, sowie ein Puffer-Reservoir mit IHH1-Puffer (pH6,9) flr
verschiedene Wasch- und Loseschritte. (Bildquelle: eigene Darstellung unter Verwendung eines Bildes des m-PIMA
Analyzers von www.alere.com)

Die Kartusche besteht aus einem Puffer-Reservoir und fiinf Kammern, die jeweils nach ihrer Funktion
benannt sind: eine Lysis-Kammer, eine Schaukel-Kammer, eine PCR-Reagenzien-Kammer, eine Abfall-
Kammer und eine Reaktions-Kammer (Abb. 6). Die Kammern sind (iber fluidische Kandle miteinander
verbunden. Die Bewegung der Fliissigkeiten wird iber pneumatische Driicke und liber mechanisch
schaltbare Ventile gesteuert (Ullrich et al. 2012). Die Amplifizierung der DNA der Zielgene erfolgt Gber
PCR, welche zur Detektion der Signale an eine CMA gekoppelt ist (Ullrich et al. 2012).

Puffer-Reservoir

Das Puffer-Reservoir beinhaltet 1x IHH1-Puffer (pH 6,9), der in den Vorversuchen sich als am besten
geeigneter Puffer herausgestellt hat. Dabei handelt es sich um einen HEPES-Puffer mit einer geringen
Kapazitat (Tab. 12, Abschnitt 3.8.4), um zu gewahrleisten, dass sich der pH-Wert leicht dndern Iasst. Er
wurde fir das Losen verschiedener Pellets, sowie fiir samtliche Waschschritte wahrend der

Prozessierung benotigt (Abb. 6).

Lyse-Kammer

Die Lyse-Kammer beinhaltet neben einem kleinen Riihrmagneten drei verschiedene Pellet-Typen: ein
Guanidin-Hochsalz-Pellet  (Lyse-Pellet), ein Lysozym-Pellet und drei Zitronensdure-Pellets
(Abschnitt 3.9.1 Tab. 16 und Abb. 6). Hier findet die Lyse der Bakterienzellen statt, sowie die Ansduerung

des Lysates fiir den darauffolgenden Fangprozess der DNA.

Schaukel-Kammer
Die Schaukel-Kammer wird als Zwischenkammer fiir Schaukelbewegungen zwischen ihr und der

Reaktionskammer wahrend des DNA-Fangprozesses verwendet.
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Abfall-Kammer
In der Abfall-Kammer, werden alle Flissigkeiten gesammelt, die wahrend der Prozessierung als Abfall

anfallen.

PCR-Reagenzien-Kammer

In der PCR-Reagenzien-Kammer befinden sich die Pellets fur die PCR/CMA-Reaktion, ein
Primer/Reporter-Pellet (PR-Pellet) und ein Tag-Polymerase-Pellet (T-Pellet) (Abschnitt 3.9.2 Tab. 17 und
Abb. 6). Hier wird der PCR-Mix vorbereitet.

Reaktionskammer
In der Reaktionskammer befindet sich der DNA-Mikroarray und das Beads-Pellet (bestehend aus PH-PS-
Beads) (Abschnitt 3.9.3 und Abb. 6). Hier finden der DNA-Fangprozess, verschiedene Waschschritte, die

PCR und die Detektion tber die CMA-Reaktion statt.

4.1.3 Teilprozesse der Kartuschen-Prozessierung

Vorgefilterte Probe im
Transferpuffer (pH6.9)

Proben- @

suspension

Lysis-Kammer
(pH 3.6)

i @)/’"Pzﬁ“\
Losen der .
| Reagenzien \

Pellets
Kammer |

Anfeuchten
der Beads

Waschen
der Beads

PCR/CMA

DNA Mikroarray A 4 W S A W, N _R:Ea_kl:igg

(pH 6.9)
Polyhistidin-
gekoppelte
Polystyren-Beads Abfall- Abfall- Abfall- Abfall- .
Kammer Kammer Kammer Kammer

Q
2)lyse der Zellen | —— | b) Anfeuchten der Beads| —— | c) Fangen der DNA | —— ) Waschen der Beads| ——
(6] Losen PCR Reagenzien| == | f) DNAEluisrung | —— | ) PCR/CMIA

Abb. 7: Uberblick Giber die wesentlichsten Schritte der Prozessierung in der Prototyp-Kartusche.

(a) Als erstes erfolgt die Lyse der Zellen und die Ansduerung des Lysates mit Zitronensaure. (b) Wahrend der Lyse
wird mit Puffer aus dem Puffer-Reservoir das Beads-Pellet gelost und angefeuchtet. (c) Durch die Ansduerung des
Lysats findet eine Protonierung der Poly-Histidin-Reste der Polystyren-Beads statt, wodurch die DNA an die Beads
binden kann. (d) Es folgen drei Waschschritte mit Puffer aus dem Puffer-Reservoir, (e) wahrenddessen die PCR-
Reagenzien in der PCR-Reagenzien-Kammer gel6st werden. Der pH-Wert des PCR-Mixes wird dabei auf 8,3
eingestellt. (f) In der Reaktionskammer findet durch den hohen pH-Wert des PCR-Mixes eine Deporotonierung
statt, wodurch die DNA von den Beads eluiert wird. (g) AnschlieRend erfolgt die PCR mit gekoppelter CMA-
Detektion. (Bildquelle: eigene Darstellung)

Reaktions-
Kammer
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Transfer der Probensusspension

Die Idee war es, Stuhlproben aus Rektalabstrichen fiir die Prozessierung in der Kartusche zu verwenden.
Rektaltupfer mit Stuhlproben sollten in einem Transferpuffer (1x IHH1-Puffer, pH 6,9) suspendiert und
Uber ein Transportwerkzeug in die Kartusche tberfiihrt werden (Abb. 8A). Dabei sollte durch einen Filter
moglichst viel stérendes Material aus der Probe entfernt werden. Basierend auf den Ergebnissen der
Vorversuche mit verschiedenen FiltergréBen wurde sich beim Probentransfer fir die 15 um Filter-
Quetsch-Réhrchen (POREX® SQ-EASY™ PreFilter, Porex Technologies GmbH, Aachen, Deutschland)
entschieden, einem Quetsch-Réhrchen von 3,5 ml Volumen und einem Filter mit einer PorengrolRe von
15 um (Abb. 8B). Die suspendierte Probe wird somit direkt bei der Uberfiihrung in die Kartusche gefiltert.
Fiir diese Arbeit wurde aufgrund der Handhabbarkeit nicht mit Rektaltupfern gearbeitet, sondern mit

Bakterienzellen-gespikten Puffer- oder Stuhlsuspensionen.

®

Tupfer Deckel +———

(]

] — Offnung fiir Ul (] €
sl 15 pm Filter 4—‘- {
—— |
: | | Quetschen zum g
- Filtern und 3,5 ml Quetsch- J /
——Transportpuffer——

Filter-System——

— Auslass-Verbindung —]

!

[ é Uberfiihren der | R8hrchen \
| o / J
v

TRANS IT
SQ-EASY

Abb. 8: Transfersystem der Proben.

(A) Das Konzept des Transfersystems beinhaltet ein Transfer-Réhrchen, in dem der Tupfer in die Transferflssigkeit
eingetaucht wird und sich die Zellen vom Tupfer im Puffer resuspendieren. Durch Quetschen des Réhrchens wird
die Probe Uber einen Filter in die Kartusche uberfiihrt, wodurch stérende Substanzen zurtickbleiben. (B)
Vorversuche haben gezeigt, dass 15 um-Filter in Verbindung mit 3,5 ml-Quetsch-Réhrchen der Firma Porex
Technologies GmbH (Aachen, Deutschland) sich fiir unsere Zwecke am besten eignen. (Bildquelle: Sascha Braun,
Daniel Weil3)

Lyse der Bakterienzellen

Bei der Uberfiihrung in die Kartusche gelangt die gefilterte Probensuspension direkt in die Lysis-Kammer.
Durch Zugabe von IHH1-Puffer aus dem Puffer-Reservoir und der Riihrbewegung des kleinen
Magnetriihrers werden die in der Lyse-Kammer befindlichen Zellen gelést und die Lyse der
Bakterienzellen beginnt. Das Innere der Lysis-Kammer wird auf 55 °C erhitzt, damit die Lyse unter
optimalen Bedingungen ablaufen kann. Durch das geldste Lyse-Pellet (Guanidin-Hochsalz-Pellet)
entstehen wahrend der Lyse Bedingungen mit hohen Salzkonzentrationen, wodurch Proteine
denaturiert und Nukleasen inhibiert werden. Zusatzlich werden durch das Lysozym des Lysozym-Pellets
Glykoside in der Peptidoglycan-Schicht der Bakterien hydrolysiert. Durch die gel6ste Zitronensaure der
drei Zitronensaure-Pellets wird das Lysat in einen sauren Bereich verschoben, wobei ein pH-Wert von

ca. 3,6 erreicht wird, der fiir den anschliefenden Fangprozess eine wichtige Rolle spielt (Abb. 7a).
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Fangen der DNA

Noch wahrend der Lyse wird die Reaktionskammer mit IHH1-Puffer (pH 6,9) aus dem Puffer-Reservoir
geflutet. Damit wird das Beads-Pellet gelost und die PH-PS-Beads liegen frei und mit Puffer benetzt vor
(Abb. 7b). AnschlieBRend wurde der Puffer in die Abfall-kKammer entsorgt. Fir die Bindung des
angesduerten Lysates an die PH-PS-Beads, muss das Lysat erst einmal in die Reaktionskammer
transportiert werden. Da das Volumen der Reaktionskammer aber um einiges kleiner ist als das Volumen
des Lysates, werden 4 Fangschritte (engl. capture steps) mit ungefahr je einen Viertel des Lysates in die
Reaktionskammer gepumpt und lber eine Schaukelbewegung zwischen der Reaktionskammer und der
Schaukelkammer flinfmal hin und her geschaukelt. Damit soll erreicht werden, dass moglichst viel DNA

an die Poly-His-Beads bindet.

Die Poly-Histidin-Reste (PH-Reste) der Polystyren-Beads (PS-Beads) besitzen keine Eigenladung bei
einem pH-Wert von 7,0 oder hoher. Jedoch erhalten sie eine positive Ladung durch Protonierung in
einem sauren Milieu (pH 5,5 oder niedriger) (Burckhardt et al. 1976). Dadurch kann das negativ-geladene
Zucker-Phosphat-Riickrad der DNA an die positiv-geladenen PH-Reste der PS-Beads binden. Zuerst
wurde dieser Effekt 1976 von Burckhardt et al. beschrieben (Burckhardt et al. 1976). Durch die
Ansduerung des Lysates mit Zitronensdure im Lyseschritt werden die PH-Reste der Beads einem sauren
Milieu ausgesetzt, wobei es zu einer Protonierung der Histidin-Reste kommt und diese eine positive
Ladung aufweisen (Abb. 7c). Nach jeder Fangrunde wird das Lysat in die Abfall-Kammer liberfiihrt. Nach
Beendigung des Fangprozesses erfolgen drei Waschschritte mit IHH1-Puffer (pH 6,9) aus dem Puffer-
Reservoir, wobei die DNA an den Beads gebunden bleibt und stérende Komponenten des Lysates, die

eventuell die spatere PCR behindern konnten, weggewaschen werden (Abb. 7d).

Vorbereitung der PCR

Parallel zu den Waschschritten in der Reaktionskammer, findet in der PCR-Reagenzien-Kammer die
Vorbereitung des PCR-Mixes statt. Hierzu werden die beiden in der Kammer befindlichen Pellets mit
einer definierten Menge IHH1-Puffer (pH 6,9) aus dem Puffer-Reservoir geldst. Das T-Pellet enthalt dabei
die fir die PCR notwendige Tag-Polymerase und dNTPs. Das PR-Pellet enthalt die fiir die PCR und CMA
notwendigen Primer und Reporter in den fir die PCR/CMA-Reaktion notwendigen Konzentrationen.
Zusatzlich enthalt es noch TrisHCI pH 8,3 in lyophilisierter Form, welches eine Endkonzentration von
40 mM im Reaktionsmix ausmacht. Das TrisHCI wird genutzt, um den pH-Wert des IHH1-Puffers von 6,9
auf 8,3 zu erhohen. Dies ist zum einen notwendig, da bei diesem pH-Wert eine Deprotonierung der
PH-Reste stattfindet, wodurch sich die gebundene DNA von den Fanger-Beads 16st und somit frei im
Reaktions-Mix verfligbar ist. Zum anderen gewahrleistet dieser pH-Wert optimale PCR-Bedingungen fir

die Aktivitat der Tag-Polymerase (Abb. 7e).
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PCR und CMA
Da in der PCR-Reagenzien-Kammer kein RUhrmagnet eingesetzt werden kann, wird der PCR-Mix
mehrmals zwischen der PCR-Reagenzien-Kammer und der Reaktionskammer hin und her geschaukelt,
um eine moglichst homogene Durchmischung des PCR-Mixes zu gewahrleisten. Nachdem der PCR-Mix
in die Reaktionskammer gelangt ist, kommt es durch dessen pH-Wert von 8,3 zur Deprotonierung der
PH-Reste und somit zu Eluierung der DNA von den Beads (Abb. 7f). AnschlieRend startet das PCR-
Programm, welches zur Detektion an eine CMA gekoppelt ist (Abb. 7g).

Bei der CMA wird die Signal-Intensitits-Anderung aller Spots auf dem Mikroarray tber die Zyklen verfolgt
(Ullrich et al. 2012). Dazu werden Fluoreszenz-Signale der Mikroarray-Spots wahrend jeder Annealing-
Phase der einzelnen PCR-Zyklen fotografiert und gesammelt. Das System basiert auf der Bindung
Fluorophor-markierter Reporter an die komplementdre Sequenz der jeweiligen gespotteten
Hybridisierungssonde auf dem DNA-Mikroarray. Am Anfang der PCR besitzen die Mikroarray-Spots ihre
grofite Fluoreszenz-Intensitdt, da davon ausgegangen wird, dass alle vorhandenen Reporter an den
Mikroarray binden (Abb. 9).

Amplikon-Strang

komplementar
zum Reporter

\ Amplikon-Strang

komplementar
zur Sonde

- L ]
\' / — gespottete

/ DNA-Sonde
.,

Reporter

.

)

Gesamtsignal des Fluoreszenz- Kein Fluoreszenz-
Mikroarray-Spots Signal Signal

Abb. 9: Prinzip der competitive reporter monitored amplification (CMA).

Zu Beginn der PCR-Reaktion ist nur wenig Amplikon vorhanden und Reporter liegen in groBer Konzentration vor.
Somit binden nahezu alle Reporter an die Komplementadrsequenz der DNA-Sonde auf dem Mikroarray. Reporter
besitzen am 5 und am 3‘-Ende ein Fluorophor, wodurch durch deren Bindung an die DNA-Sonde auf dem
Mikroarray ein Fluoreszenz-Signal auf dem jeweiligen Spot zu sehen ist. Mit jedem Zyklus der PCR erhoht sich auch
die Menge an Amplikon, die synthetisiert wird. Das fihrt dazu, dass zum einen das Amplikon ebenfalls anfangt, an
die DNA-Sonden zu binden, wodurch weniger freie Sonden fiir die Reporter Ubrigbleiben. Gleichzeitig binden die
komplementiren Amplikon-Stréange an die Reporter, wodurch die Reporterverfiigbarkeit gesenkt wird. Es besteht
nun eine Konkurrenz zwischen Amplikon und Reporter fir die komplementidren Sequenzen der DNA-Sonde. Mit
steigender Zyklenzahl und damit zunehmender Amplifizierung verschiebt sich das Gleichgewicht zwischen Reporter
und Amplikon zugunsten der Amplikons, wodurch kaum noch Reporter an die DNA-Sonden binden. Dies fiihrt zu
einem Signalabfall der Spots auf dem Mikroarray, der gemessen werden kann. (Bildquelle: eigene Darstellung)
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Beim Denaturierungsschritt jedes Zyklus 16st sich die Bindung der DNA von den Sonden. Somit binden
Reporter und Amplikon mit jedem Zyklus neu an den Hybridisierungssonden. Mit jedem Zyklus der PCR
wird aber mehr Amplikon synthetisiert, welches ebenfalls an die komplementaren Sequenzen der
Hybridisierungssonden binden kann. Gleichzeitig kénnen die Fluoreszenz-Reporter auch an die
Komplementarstrange der Amplikons binden, wodurch auch die verfiigbare Anzahl an Reportern im PCR-
Mix sinkt (Abb. 9). Dadurch entsteht eine Art Konkurrenz von Amplikon und Reportern fiir die jeweiligen
Bindungsstellen der Komplementarsequenz der Hybridisierungssonden auf dem Mikroarray-Chip. Mit
steigender Zyklenzahl wird immer mehr Amplikon synthetisiert. Dadurch verschiebt sich das
Gleichgewicht von Reporter und Amplikon tiber die Zeit zugunsten des Amplikons, und es binden immer
mehr Amplikons an die Hybridisierungssonden als Reporter, wodurch tiber die Zyklen ein Signalabfall der
Spots zu beobachten ist. Es besteht somit eine Korrelation zwischen Amplifizierung des Zielgenes und
Signalabfall der jeweiligen Spots. Wird fiir ein Zielgen kein Amplikon synthetisiert, bleibt die Fluoreszenz-

Intensitat der Spots wahrend der Zyklen theoretisch unverandert.

Auswertung mit der ICONOCLUST-Software

Die im m-Pima-System integrierte ICONOCLUST-Software analysiert eine Zeitreihenserie von 46 Bildern,
die wahrend der PCR aufgenommen wurden. Das erste Bild wurde dabei vor Beginn der PCR
aufgenommen und zeigt nur die finf Cy5-Spots des Referenzsystems. Anhand der Referenz-Spots wird
ein Grid des Mikroarray-Layouts Uber das Bild gelegt, um die Chip-Orientierung des Mikroarray
feststellen zu kénnen. Dadurch kann in den folgenden 45 Bildern der einzelnen PCR-Zyklen jeder Spot

der richtigen DNA-Sonde zugeordnet werden (Abb. 10).

Die 45 Bilder, die jeweils einen PCR-Zyklus reprasentieren, wurden benutzt um die Anderung der Signal-
Intensitaten der Fluoreszenz-Signale der einzelnen Spots liber die Zeit zu Giberwachen. Dazu wurden die
Rohdaten der Intensitaten liber einen Grauwert-Abgleich (engl. grayscale alignment) im Vergleich zum
lokalen Hintergrund ermittelt. Die korrespondierenden Zeitreihen-Kurven jedes Spots wurden auf
storende Signale oder Artefakte hin (berprift. Invalide oder fehlende Signale wurden durch
Interpolation ersetzt und AusreiBer wurden durch einen Median-Filter entfernt. Aufgrund der
zehnfachen Redundanz, wurden ungleiche Zeitreihenkurven der gleichen DNA-Sonden von der Analyse
ausgeschlossen. Die besten drei Zeitreihen-Kurven jeder DNA-Sonde wurden arithmetisch gemittelt und
normalisiert auf das Maximal-Signal, um eine reprasentative Fluoreszenz-Kurve zu erhalten. Von dieser
Fluoreszenz-Kurve wurde anhand firmeneigener mathematischer Modelle der Ci-Wert bei einem

Signalabfall von 3%, sowie der Lift-Wert und die Schrittweite ermittelt (Abb. 11).

4.1.4 Bioinformatik
Uber Literaturrecherchen wurden einzelne Gene herausgesucht, welche als relevant fiir die Teilbereiche
dieser Arbeit eingestuft wurden. Die am haufigsten vorkommende Gen-Variante jedes Zielgenes wurde

dann als Referenz-Sequenz festgelegt (z.B. blaKPC-2). In der Gen-Datenbank in NCBI [http://www.-
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ncbi.nlm.nih.gov/blast/Blast.cgi] wurde mit dem Blast-Verfahren die kodierenden Sequenzen aller
Zielgene abgeglichen, um alle Varianten des jeweiligen Genes (auch falsch- und nicht-annotierte) zu
finden. Die kodierenden Sequenzen aller Zielgene einschlieBlich deren Gen-Varianten, wurden in eine
lokale Datenbank geladen, wo sie fiir die weitere Verwendung gespeichert wurden. Fiir jedes Zielgen
wurden Alignments erstellt, bei der die Referenzsequenz mit allen Varianten des jeweiligen Zielgens
abgeglichen wurden. Fir die Alignments wurde ClustalX2 (Abschnitt 3.2) als Software verwendet
(Thompson et al. 1997). Hierbei wurde nach stark konservierten Sequenzbereichen gesucht, welche
moglichst viele Varianten des jeweiligen Zielgenes abdeckten (Tab. 64 im Anhang). Diese Bereiche
wurden fiir das Designen der Primer, Sonden und Reporter verwendet, wobei auch darauf geachtet
wurde, dass die designten Primer untereinander ungefahr die gleichen Schmelzpunkte aufwiesen und
die Lange des synthetisierten Amplikons kleiner als 200 bp betrug. Auch fiir die Sonden- und Reporter-
Sequenzen wurden Schmelzpunkte im gleichen Bereich festgelegt. Die Abschatzung der Schmelzpunkte
aller Oligonukleotide erfolgte dabei unter Verwendung des nearest-neighbour Algorithmus nach
Santalucia (SantaLucia 1998).

Die daraus resultierenden Sequenzen fir der Primer, Sonden und Reporter wurden anschlieRend mit der
lokalen Datenbank abgeglichen, um mogliche Kreuzreaktionen auszuschlieRen. Dabei wurde der
Algorithmus des NCBI-Blast-Programmes verwendet (Altschul et al. 1990). Zusatzlich wurde das
Programm ntdpal aus dem Primer3-Software-Paket verwendet (Rozen und Skaletsky 2000), um mogliche
Hybridisierungen zwischen den Primern untereinander, zwischen Primern und Sonden bzw. zwischen

Primern und Reportern auszuschlieRen.

4.1.5 Mikroarray-Design

Fiir die Anwendung in der Kartusche wurden firmenintern-hergestellte DNA-Mikroarrays verwendet.
Dazu musste zuerst das Mikroarray-Layout in der Datenbank angelegt werden. Als erstes wurde eine
Chip-Matrix festgelegt, bei der bestimmt wurde, wie viele Spots auf dem Mikroarray gespottet werden
sollten. Fiir die Kartusche wurde mit einer 16 x 16 Chip-Matrix gearbeitet, d.h. das theoretisch 256 Spots
gespottet werden konnten. Der Abstand zwischen den einzelnen Spots wurde auf 140 um festgelegt. Fiir
das Chip-Layout wurden die Sonden mit deren Namen und Sequenz in der Datenbank (Partisan)
angelegt. Anschliefend wurden die angelegten Sonden, welche auf dem Mikroarray gespottet werden
sollten, jeweils eine Nummer zugeordnet. Diese Nummern wurden in eine 2D-Tabelle des Mikroarray-
Chips eingetragen, wodurch festgelegt wurde, an welcher Stelle auf dem Chip die entsprechenden
Substanzen gespottet werden sollten. Das Array-Layout wurde so angelegt, dass alle Sonden in
zehnfacher Redundanz auf dem Array vorhanden waren. Als Referenz-System wurden 5 Spots festgelegt,
die mit einer speziellen Cy5-Marker-Sonde gespottet werden, anhand derer die Array-Orientierung in
der Kartusche erkannt werden kann. Dies spielt eine wichtige Rolle fir die Auswertungssoftware
ICONOCLUST, da somit der richtige DNA-Mikroarray zugeordnet sowie auch die Spot-Signale den

richtigen Sonden zugeordnet werden konnen (Abb. 10). Die 2D-Tabelle wurde dann anschliefend in die
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Datenbank hochgeladen, wo sie mit den dort angelegten Substanzen verknilipft wurde. Das erstellte

Array-Layout konnte nun flir das Spotten der DNA-Mikroarrays verwendet werden.

Q cy5-Marker (Referenz-System)

@ blaKPC ® ¢
® ® °® ®
@ blaVIM-1/2/5 . ®
° e @ ° °
o ©
@ blaOXA-48 ® °
[ ] o ®
oe O ®
® °®
°® o
® °
® ®
® ® ® o

Abb. 10: Design des Mikroarray-Layouts der Prototyp-Kartusche.

Die linke Seite zeigt das Layout des Mikroarrays mit verschieden-farbigen Spots, die je eine bestimmte
Hybridisierungssonde der vier Zielgene sowie der internen Prozesskontrolle (in-process control, IPC)
reprasentieren. Alle DNA-Sonden sind zehnfach-redundant auf dem Array vorhanden, mit Ausnahme des Referenz-
Systems (Cy5-Marker, rote Kreise), das nur aus funf Spots besteht. Es wird genutzt fir die Bestimmung der
Mikroarray-Orientierung in der Kartusche anhand der aufgenommenen Mikroarray-Fotos, um die Signale der Spots
den DNA-Sonden zuordnen zu kdnnen (Bild rechts). (Bildquelle: eigene Darstellung)

Beim Spotten wurden die Hybridisierungssonden, die am 3‘-Ende ihrer Sequenz mit dem C17-Amino-
Linkern gekoppelt waren, in der oben beschriebenen 16 x 16 Matrix auf die epoxidierte Oberflache einer
3x3 cm Glasplatte gespottet, wobei die Sonden {iber den Amino-Linker auf der modifizierten Oberflache
des Chips kovalent gebunden und immobilisiert wurden. Der Spotabstand zwischen den Zentren der
jeweiligen Spots betrug dabei 140 um. Als interne Prozesskontrolle wurde das Speziesmarkergen gad
zum Nachweis von fiir E. coli verwendet. Als interne Prozesskontrolle (IPC) wird eine Kontrolle
bezeichnet, die alle internen Prozesse der Kartusche parallel mit der Probe unter denselben

Bedingungen durchlduft. Dazu gehoren: Lyse, Fangen und Reinigen der DNA und die PCR-CMA.

4.1.6 Wetskripte — Steuerung der Prozessierungsablaufe

Die Fluidik regelt {(iber mechanische und pneumatische Mechanismen alle Druck- und
Flassigkeitsbewegungen in der Kartusche. Dabei wird mit einem Wetskript (engl. wet script) gearbeitet,
welches jeden Teilprozess der Prozessierung steuert. Neben der Steuerung der verschiedenen Driicke,
die angelegt werden mussen, um verschiedene Volumina an Flissigkeiten in die jeweiligen Kammern zu
pumpen, steuert es auch Schaltungsregelungen von Ventilen, Helligkeiten von LEDs, Beleuchtungsdauer
beim Fotografieren der Bilder fiir die Zeitreihen-Auswertung, Regelungen von Zeiten und Temperaturen
wahrend der verschiedenen Teilprozesse (z.B. PCR) und vieles mehr. Die verwendeten Wetskripte
wurden in der Programmiersprache Phyton geschrieben. Sie wurden uns von Alexandra Dworrak und

Thomas Uhlig zur Verfligung gestellt und auf unsere Bediirfnisse angepasst.
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Aufgrund der Prozessierung von Stuhlproben und dem damit verbundenen pH-abhdngigen DNA-
Fangprozesses mussten die Arbeitsablaufe in der Prototypkartusche komplett tGberarbeitet werden. Fir
Stuhlproben wird mit einem gréBeren Ausgangsvolumen als in der handelsiiblichen m-Pima-Kartusche
gearbeitet, weshalb auch die Lyse-Kammer vergroRert werden musste. Ein grofReres Ausgangsvolumen
bedeutet aber auch, dass nicht immer alles auf einmal in die ndchste Kammer gepumpt werden kann.
Somit wurde beispielsweise der Transport des Lysates in mehrere Teilschritte unterteilt. Zudem wurden
Zeiten, Temperaturen und Volumina in den einzelnen Teilschritten im Verlaufe der Entwicklung immer

weiter optimiert.

4.1.7 LabGui

Wahrend der Kartuschen-Experimente wurde mit einer sogenannten LabGui gearbeitet. Die LabGui ist
eine Benutzeroberflache, durch die Kartuschen-Experimente manuell fiir den jeweiligen Analyzer in der
Datenbank (Partisan) angelegt und auch die einzelnen Abldufe wahrend der Prozessierung liberwacht
werden kénnen. Fir jeden Analyzer werden nun bestimmte Parameter eingegeben. Dazu gehdren die
Eingabe der Kartuschen-ID, die Festlegung des Mikroarray-Templates, der Datenbank-ID der zu
untersuchenden Probe, die Eingabe der Fiillmenge des Reaktionsansatzes, das zu verwendende
Wetskript flr Prozessierungsabldufe sowie eine optionale Eingabe von Notizen. Der Lauf wird dann in
der Datenbank als Experiment angelegt und die Ergebnisse werden nach dem Lauf automatisch in die
Datenbank hochgeladen. Das Mikroarray-Template definiert dabei, welcher Mikroarray in der Kartusche
verbaut ist. Somit weiR das System, welches Mikroarray-Layout fir die Auswertung verwendet werden
muss. AuRerdem koppelt es die flir die Auswertung notwendigen Parameter der Zeitreihenanalyse,

welche von der Auslese-Software verwendet wird.

4.1.8 Auslese-Software

Bei der Auslese-Software ICONOCLUST handelt es sich um eine firmeneigene Software, die auf den
m-Pima-Geréaten installiert ist und die wahrend der Prozessierung entstandenen Bilder anhand von
Zeitreihen-Analysen auswertet. Wahrend der Amplifizierung der DNA in der PCR/CMA-Reaktion wird
eine Signalabnahme der jeweiligen Spots auf den Mikroarrays lber die Zeit bzw. den Zyklen beobachtet.
Die Auswertung (ber die Software erfolgt dabei Gber einen Graustufenabgleich der einzelnen Bilder.
Dabei entstehen sigmoidale Kurven von Fluoreszenz-Signalen. Die Software arbeitet mit
mathematischen Modellen, welche in der Lage sind, Fehler durch fehlende oder stark abweichende
Signale zu erkennen, auszugleichen und abweichende Kurvenverldaufe anzupassen. Zudem errechnet sie
wichtige Parameter fiir die Analyse der Signalverlaufe. Dazu gehoéren der Schwellenwertzyklus (engl.
cycle threshold, Cr), der Lift-Wert (engl. lift) und die Schrittweite (engl. step width). Im CMA-System
definiert dabei der C-Wert den Zyklus an dem ein Fluoreszenz-Signal unter einen bestimmten
Schwellenwert fallt. Der Lift-Wert zeigt das AusmaR der Signal-Reduktion am Ende der PCR-Reaktion im

Vergleich zum Ausgangssignal. Die Schrittweite gibt an, wie schnell oder langsam der Signalabfall
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vonstattengeht. Uber das mathematische Modell wurden fiir alle drei Parameter Grenzwerte festgelegt,

welche entscheiden, ob ein Signal als valid oder invalid gewertet wird.

Signal-Intensitat

M Verzbgerungsphase i exponentielle | Plateau-Phase
(lag phase) ': Phase Einitiales Fluoreszenz-Signal
10 e R, S — .
,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,, [ty
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Abb. 11: Schema einer normalisierten Fluoreszenz-Kurve einer CMA-Reaktion.

Dargestellt sind die verschiedenen Phasen (Verzogerungsphase, exponentielle Phase und Plateau-Phase), sowie
den flr die Validitatsbestimmung wichtigen Parameter: Zyklus-Schwellenwert (engl. cycle threshold, Cr), Lift (engl.
lift) und Schrittweite (engl. step width). Der Signalabfall Gber die Zeit korreliert dabei mit der Menge an
synthetisierten Amplikon. (Bildquelle: eigene Darstellung)

4.2 Kulturen

4.2.1 Anzucht der Kulturen
Ausstrich der Bakterienzellen
In der Regel wurden Kulturen von Microbank-Kryokulturen aus der Alere-Stamm-Sammlung
ausgestrichen, welche bei -80 °C gelagert wurden. Seltener wurden Kulturen von anderen Platten
Uberimpft oder direkt vom Tupfer ausgestrichen. Ziel war es einen Bakterienrasen zu erhalten, von dem

genug Zellmaterial flir eine DNA-Isolierung gewonnen werden konnte.

Wenn Mischkulturen auftauchten oder einzelne Zell-Kolonien fiir Experimente notwendig waren (z.B.
Kolonie-PCR), wurde ein fraktioneller Verdiinnungsausstrich (Drei-Osenausstrich) durchgefiihrt. Dabei

wurde mit jedem Ausstrich die Bakteriendichte weiter verringert, wodurch einzelne Kolonien erhalten

wurden konnten.

Ausplattieren von Bakterienzellen

Das Ausplattieren soll eine Bakteriensuspension gleichmaRig auf einem Festmedium verteilt werden.
Diese Methode wird vor allem eingesetzt um die Lebendzellzahl einer Bakteriensuspension zu

bestimmen. Dabei wird meist mit groReren Verdiinnungsstufen gearbeitet.

Fliissigkulturen

Fiir Flissigkulturen werden unter moglichst sterilen Bedingungen 3 ml TY-Flissigmedium in ein

Reagenzglas oder einem 15 ml-Falcon-Tube tberfiihrt. AnschlieBend wird entweder eine Kugel mit einer
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Kryo-Kultur direkt ins Flissigmedium gegeben oder eine Kolonie direkt von Platte gepickt und ins
Flissigmedium Gberfihrt. Dann werden die Reagenzglaser mit einem Deckel verschlossen, welcher
jedoch Sauerstoff hineinlasst. Bei den 15 ml-Falcon-Tubes werden die Deckel daher nur leicht angedreht

und mit Parafilm umwickelt, um die Sauerstoffzufuhr zu gewahrleiten.

Kulturbedingungen

Kulturen auf Festmedien wurden fir mindestens 16 Stunden bei 37 °C inkubiert. Kulturen in
Flissigmedien wurden unter leichter Rotation im Rotorshaker bei 250 min bei 37 °C inkubiert. Um
moglichst wenig tote Zellen in der Flissigkultur zu haben, wurden Bakterienkulturen nur so lange

kultiviert, bis diese die exponentielle Wachstumsphase (4 — 8 Stunden) erreicht hatten.

4.2.2 Lebendzellzahlbestimmung

Zellernte und Einstellen der optischen Dichte

Die kultivierten Zellen wurden nach der Inkubation (4 h bei 37 °C) bei 8000 min™ geerntet, zweimal mit
PBS gewaschen und anschliefend in PBS suspendiert. Im Anschluss erfolgte die Einstellung der optischen
Dichte im Photometer auf den Wert 0,500 im gemessenen Wellenlangenbereich von 600 nm (OD600).
Nach Einstellen der Bakteriensuspensio wurden Verdinnungsreihen dieser Suspension in

Zehnerverdiinnungsschritten (10! bis 10°®) hergestellt.

Ausplattieren und Auszéhlen der Kolonien

Die Verdiinnungen 10%, 10° und 10® wurden je Verdiinnung in 3 Parallelen auf TY-Agar-Platten
ausplattiert. Die Platten wurden nach der Kultivierung bei 37 °C am Folgetag ausgezadhlt. Mit den
gezahlten Kolonien jeder Verdiinnung konnte eine Riickrechnung auf die Anzahl der Lebendzellen in der
Ausgangbakteriensuspension (ODgoonm=0,500) erfolgen. Um ein moglichst genaues Ergebnis zu erhalten,
wurden fir die Rickrechnung nur die Verdinnungsstufen beriicksichtigt, die am meisten zahlbare

Kolonien aufwiesen.

Formel der Rickrechnung:

Mittelwert ausgezahlter Kolonien

Anzahl Lebendzellen [CFU /ml] =
nzahl Lebendzellen | /m] ausplattiertes Volumen * Verdinnungsfaktor

4.2.3 Zellzahlbestimmung mittels Thoma-Kammer

Da in einigen Experimenten nicht mit lebenden Zellen gearbeitet werden konnte oder die Anzahl der
toten Zellen in Zellsuspensionen bei der Lebendzellzahlbestimmung (4.1.2) nicht erfasst wird, wurden
die Zellen in diesen Fillen mit Hilfe einer Thoma-Kammer (bzw. verbesserte Neubauer-Kammer)
ausgezahlt. Dabei wurden zusammenhadngende Zellen, die noch nicht geteilt vorlagen, als eine Kolonie-
bildende Einheit (colony forming units, CFU) gezahlt. Fir Bakterien wurde eine Thoma-Kammer mit einer

Kammertiefe von 0,02 mm gewabhilt.
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Beladen der Kammer

Vor Gebrauch wurde sichergestellt, dass keinerlei Verunreinigungen (z.B. Partikel oder Zellen) sich auf
der Kammer befanden. Nach Auflegen und leichtem Andriicken eines Deckglaschens (24 mm x 24 mm x
0,4 mm) auf die beiden Tragerstege, wurde eine Bakteriensuspension die zuvor auf eine bestimmte
optische Dichte eingestellt wurde, seitlich zwischen Deckglaschen und Kammer pipettiert und die
Kammer anschlieBend unter ein Lichtmikroskop gelegt. Es wurde mit einer VergroRerungsstufe von 400x
gearbeitet und die Scharfe so eingestellt, dass die einzelnen Bakterienzellen ebenso wie das Raster aus

GroR- und Kleinquadraten der Kammer gut gesehen werden konnten.

Ausziihlen der Zellen

Es wurde darauf geachtet, dass die Zellen moglichst gleichmaRig in den GroRquadraten verteilt waren.
Bei Durchlicht wurden nun 128 Kleinquadrate (8 GroRquadrate) ausgezdhlt. Dabei musste darauf
geachtet werden, dass Zellen auf den Linien nicht doppelt gezahlt wurden. Im Anschluss wurde aus den
gezahlten Zellen der Kleinquadrate der Mittelwert gebildet und dieser durch die Kammertiefe (0,02 mm)
und die Flache der Kleinquadrate (0,0025 mm?3) dividiert. Ebenso wurde ein Umrechnungsfaktor mit
verrechnet, wobei davon ausgegangen wurde, dass ein Kubikmillimeter 0,001 Milliliter (1 mm?3 =. 0,001

ml) entsprach.

CFU] MW ausgezahlter Zellen Kleinquadrat
mil 0,02 mm * 0,0025 mm? x 0,001

Anzahl Zellen [

4.2.4 Herstellung steriler lyophilisierter Bakterienkulturen (Baku)
Referenzstéimme fiir die Herstellung der lyophilisierten Bakterienkulturen
Fiir die Herstellung der Bakterien-Pellets wurden die in Tab. 18 aufgefiihrten Referenz-Stamme

verwendet.

Tab. 18: Referenzstamme fiir die Bakterienpellet-Herstellung

Stamm Stamm ID Quelle Spezies Zielgene Pasteurisierung
Nord1 240608 Nordmann Escherichia coli blaOXA-48 5 min 60 °C
Nord8 240615 Nordmann Escherichia coli blakPC 5 min 60 °C
Nord50 240772 Nordmann Escherichia coli blaNDM 5 min 60 °C
Nord58 240780 Nordmann Escherichia coli blaVIM-4 5 min 60 °C

Herstellungsprotokoll fiir lyophilisierte Bakterienkulturen

Alle Referenzstamme wurden Uber Nacht (ca. 16 h) bei 37 °C kultiviert und anschlieBend mit pl TY-
Flissigmedium auf 1:20-Verdlinnungen hergestellt, welche im Biophotometer bei OD600 vermessen
wurden. Dieser Wert wurde verwendet, um auf die optische Dichte der Ausgangkultur zuriickzurechnen
und zu bestimmen wieviel Volumen Kultur zum TY-Flissigmedium hinzugegeben werden musste, um
eine OD600 von 0,1 zu erhalten. Nach Einstellen der optischen Dichte auf 0,1 wurden die Kulturen fir

weitere 6 Stunden kultiviert, wobei nach jeder Stunde kontrolliert wurde, wie sich die optische Dichte
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der Kultur entwickelte. Wenn die Kultur einen OD600-Wert zwischen 2,8 und 3,0 erreicht hatte
(exponentielle ~ Wachstumsphase), wurde sie  geerntet. Frihere  Experimente  zur
Lebenszellzahlbestimmung (Abschnitt 4.2.2) hatten gezeigt, dass die Zellzahl einer E. coli-Kultur bei einer
0D600 von 0,5 ungefdhr 2,25 x 108 CFU/ml betrigt. Daher musste fiir die Herstellung der Stocklésung
mit einem Soll-Wert von 1 x 10%° CFU/ml eine optische Dichte von 22,2 eingestellt werden. Dazu wurde
die Kultur geerntet, das Bakterien-Pellet in PBS suspendiert und auf eine OD600 von 22,2 eingestellt. Im
Anschluss daran wurde die Suspension bei 60 °C fir 5 min pasteurisiert, wobei die Zellen abgetottet
wurden aber intakt blieben. Die Stocklosung wurde dann fiir die Herstellung der Bakterienpellets

eingesetzt (Tab. 19).

Tab. 19: Zusammensetzung der Bakterienpellets mit den jeweiligen Konzentrationen

Pellet Stocklésungen Konzentration im Volumen fiir einfachen
Bakterienpellet Ansatz [pl]

Stamm 107 CFU/ul 107 CFU/Pellet 1.00

Cavasol 20% 9.00 % 8.46

Wasser 9.34

Gesamtvolumen 18.8

Die in Tab. 19 beschriebene Suspension wurde auf Kavitatenplatten verteilt (Abb. 12 links). Je Pellet
wurden 18,8 pl pipettiert. Die Platten wurden unter sterilen Bedingungen bei Raumtemperatur fiir 24 h
getrocknet. AnschlieBend wurden die Pellets unter Argon-Schutzatmosphére gelagert. GrofRe und Form
der resultierenden Pellets ist in Abb. 12 gezeigt. Aufgrund der Sterilisierung der Zellen war eine Kultur-
basierte Auszdhlung der Zellen nicht moglich. Daher wurde bei der Qualitatskontrolle die Anzahl der
Zellen mittels Thoma-Kammer-Zahlung (Abschnitt 4.1.3) durchgefihrt. Ein Ausplattieren der
sterilisierten Bakterienzellen wurde nur durchgefiihrt, um zu belegen, dass kein Wachstum auf

Festmedien stattfindet und die Zellen somit wirklich steril sind.

Abb. 12: Herstellung lyophilisierter Bakterienpellets.
Die nach den Vorgaben in Tab. 19 hergestellte Suspension wurde in die Kavitdten der mit Teflon beschichteten
Platte verteilt und Uber 24 h bei Raumtemperatur steril getrocknet (Bild links). Nach dem Trocknungsvorgang
konnten die Pellets leicht in eine Petrischale geklopft werden (Bild rechts).

4.3 DNA-Aufbereitung
4.3.1 DNA-Extraktion mit Kochlyse

Kochlyse ist eine Methode zur DNA-Gewinnung, die zum einen einfach und auch schnell ist. Zellen
werden durch Erhitzen aufgebrochen und lysiert, wodurch die DNA frei in Losung geht. Der grol3e

Nachteil ist jedoch, dass Zellbestandteile sowie auch andere Substanzen der lysierten Zellen einen
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storenden Einfluss auf die folgenden Reaktionen haben kénnten. In dieser Arbeit wurde diese Methode
vor allem bei den rt-gPCRs verwendet, als eine modifizierte Variante der Kolonie-PCR. Anstatt direkt
Zellen in den PCR-Ansatz einzureiben, wurden diese zuvor in Wasser eingerieben und gekocht. Es musste
so verfahren werden, weil das rt-gPCR-Gerat im S1-Labor stand und Carbapenemase-tragende

Bakterien-Stamme aus sicherheitstechnischen Griinden das S2-Labor nicht lebend verlassen durften.

Fiir die DNA-Extraktion mittels Kochlyse wurde eine Kolonie einer Bakterienkultur mit einem sterilen
Zahnstocher von der Agarplatte gepickt und in 50 pl PCR-Wasser eingerieben. Fiir die Lyse der Zellen
wurde das Reaktionsgefal mit der Bakteriensuspension anschlieend bei 99 °C fiir 10 min inkubiert und
danach sofort auf Eis gestellt. Die Suspension mit der so erhaltenen DNA konnte dann direkt eingesetzt
werden. Optional konnte vor der Verwendung auch ein Zentrifugationsschritt durchgefiihrt werden, um
storende Zelltrimmer am Boden des ReaktionsgefaRes zu pelletieren. Fir die Kolonie PCRs wurde dies
jedoch nicht durchgefiihrt. Die DNA-Proben durch Koch-Lyse wurden maximal eine Woche bei 4 °C

gelagert.

4.3.2 DNA-Extraktion mit Qiagen DNeasy Blood & Tissue Kit

Fiir die Isolierung der DNA nach dem Qiagen DNA Tissue Kit wurde nach der beiliegenden Anleitung
vorgegangen. Einziger Abwandlung zum Protokoll bestand darin, dass fir die Suspendierung der
Bakterienzellen A2-Tubes der Firma Abbott verwendet wurden, welche ein Lysis Enhancer-Pellet
beinhalteten, um die Effizienz der Zell-Lyse zu erhéhen. Alle anderen Schritte wurden nach Anleitung
durchgefiihrt. Eine schematische Darstellung der einzelnen Prozesse ist in Abb. 13 aufgezeigt.

© ©

A2-Tubes mit Zugabe 200p! Einreiben einer Zugabe von 25pl Zugabe von 200pl
Lysis Enhancer Pellet Al-Puffer Bakterienkultur Proteinase K und Ethanol (100%)
200yl Lysispuffer

‘ Inkubation bei vortexten, |nkub|eren
37°C und 550min™ bei 56°C und 550min™*
vcrtexten fur 30-60min fur 45-60min
Lsen des Pellets Aufbrechen der Zellen Lyse der Bakterienzellen

Zugabe des Lysates auf Durchﬂuss verwerfen, Dun:hfluss verwerfen, Séule uberfuhren in Nach 2 Elut|ons-
die Sdule des DNeasy Zugabe von 500ul Zugabe von 500p! ReaktionsgefédB, Zugabe von schritten kann die
Spin Columns Waschpuffer 1 Waschpuffer 2 100p! Elutionspuffer DNA direkt eingesetzt
oder bei 4°C gelagert
werden

1min inkubieren,

Zentrifugileren bei Zentrifugieren bei Zentrifugieren bei Zentrifugieren bei
vortexten 8000min™ fur 1min 8000min " fir 1min 14000min™ fiir 3min 8000min™ fiir 1min

Féllen der DNA ® | DNA bindet an die siule | 2 Waschschritt 1 o Waschschritt 2 Eluieren der DNA

Abb. 13: Schematischer Ablauf der DNA-Isolierung
unter Verwendung des Alere A2-Tubes und dem DNeasy Blood & Tissue Kits. (Bildquelle: eigene Darstellung)

4.3.3 DNA-Extraktion mit ChargeSwitch® gDNA Mini Bacteria Kit

Das ChargeSwitch-System (CS) beruht auf einer Technologie, die magnetische Kigelchen (engl.:
magnetic beads) mit einer speziellen Oberfliche verwendet, welche bei pH-Wertinderung des
umgebenden Puffers ihre Ladung dndern. Bei einem niederen pH-Wert erhilt deren Oberflache eine

positive Ladung, wodurch das negativ-geladene Desoxyribose-Phosphat-Riickgrat der Nukleinsduren an
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diese Oberflache binden kann. Wahrend die DNA an der Oberflache haften bleibt, kdnnen alle anderen
Zellbestandteile und Substanzen liber Waschprozesse mit Waschpuffern unter pH 7,0 entfernt werden.
Erhoht sich der pH-Wert des umliegenden Puffers auf lber 8,0, wird die Oberflache der magnetischen
Klgelchen wieder neutral geladen, wodurch die Nukleinsduren ihre Bindung verlieren und wieder in
Losung gehen (Xu et al. 2007). Der Hersteller verwendet magnetische Eisenkiigelchen, um das Handling
zu verbessern, da so unter Verwendung eines magnetisierten Racks (MagnaRack™), die Eisenkligelchen
am Rand des Reaktionsgefdlles als Pellet fixiert werden kénnen und somit die Flissigkeit besser vom

Boden des GefaRes abpipettiert werden kann.

Da das Wirkprinzip der Ladungsanderung auch in der Prototyp-Kartusche zum Einsatz kommt, wurden
viele Optimierungsschritte fiir die Kartusche unter Verwendung dieses Kits durchgefiihrt (Abschnitt 4.7

Optimierung der Probenvorbereitung).

Fiir die DNA-Extraktion mit dem ChargeSwitch® gDNA Mini Bacteria Kit wurden zuerst je 100 ul R4
Resuspensionspuffer (enthdlt RNase A) und 5 pl Lysozym-Losung (50 mg/ml) in Eppendorf-
ReaktionsgefaBen vorgelegt. AnschlieBend werden die pelletierten Zellen aus Flissigkulturen oder
Kolonien direkt von Festmedien in den vorgelegten Resuspensionspuffer eingerieben. Auf- und
Abpipettieren sowie leichtes Vortexen kann dabei den Resuspendierungsvorgang unterstiitzen. Die
Bakteriensuspension wird anschlieBend fiir 10 min bei 37 °C im Thermomixer inkubiert. Dann werden in
jedes Reaktionsgefal 500 pl Lysispuffer (L14) und 10 ul Proteinase K hinzugegeben und bei 80 °C fur 90
min inkubiert. Zu den Lysaten werden im Anschluss je 40 pl ChargeSwitch® Magnetic Beads (25 mg/ml
in 10 mM MES, pH 5.0, 10 mM NacCl, 0.1% Tween 20) und 300 pl Bindungspuffer (B8) hinzugegeben.
Danach werden die Magnetbeads zweimal mit je 1 ml Waschpuffer (W12) gewaschen. Die Elution der
DNA von den Magnetbeads erfolgt durch Zugabe von 200 ul Elutionspuffer (E5) und der anschlieBenden

Inkubation bei 55 °C fur 5 min.

4.3.4 photometrische Quantifizierung von Nukleinsduren

Photometrische Quantifizierung ist eine geldufige Methode zur Bestimmung der Konzentration und
Reinheit von DNA und RNA in einer Losung. Dabei beruht das Messprinzip auf dem Beer-Lambert-Gesetz,
bei dem Absorptionsmessungen im Wellenlangenbereich von 260 nm (A260) durchgefiihrt werden und
die Absorptionswerte Gber Umrechnungsfaktoren (A260 dsDNA = 50 pg/ml, A260 ssDNA = 33 pg/ml und
A260nm RNA = 40 pg/ml) auf die Nukleinsdure-Konzentrationen schlieRen lassen. Da in den Proben
meist jedoch auch andere Verbindungen (z. B. Proteine, Polysaccharide, Salze, Phenole etc.) die
Absorptionswerte beeinflussen konnen, werden zur Bestimmung des Reinheitsgrades noch
Absorptionswerte der Wellenldangenbereiche 230 nm (A230, Detektion organischer Substanzen) und
280nm (A280, Detektion von Proteinen und Phenolen) mit vermessen (Abb. 14). Aus den Verhaltnissen
der Absorptionswerte kdnnen Riickschliisse auf Verunreinigungen geschlossen werden. Die Werte der

Absorptionsverhaltnisse sollten bei A260/A280 = 1,8 - 2,0 und bei A260/A230 = 2,0 liegen.
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Abb. 14: Schema zur Absorptionsmessung.

Dargestellt ist der Absorptionsverlauf einer Nukleinsdure-Probe (rote Kurve) und zwei Verlaufe mit moglichen
Kontaminanten. Dabei kdnnen Verunreinigungen in der Probe zum einen durch Proteine (blaue Kurve) oder durch
Zucker, Salze und Phenole (griine Kurve) hervorgerufen werden. Diese kdnnten die Messung der Nukleinsduren
(260 nm) verfalschen. Deshalb wird noch der Wert bei 230 nm und 280 nm gemessen, um die Reinheit der Probe
bestimmen zu kénnen. (Bildquelle: eigene Darstellung nach (Armbrecht 2013))

Die Konzentration und Reinheit der DNA-Proben wurden photometrisch (iber ein Mikrovolumen-
Spektralphotometer (NanoDrop 1000 Spektrophotometer, Thermo Fischer, Dreieich, Deutschland) unter
Verwendung der NanoDrop 1000 3.7 Software bestimmt. Als Leerwert (engl. blank) wurde Bidest oder

TE-Puffer (pH8,5) verwendet (je nachdem worin die zu vermessende Probe geldst war).

Formel fur Absorptionsberechnung:

Intensitat der Probe

Absorption = —1lo
p & Intensitat des Leerwertes

Modifizierte Beer-Labert-Formel zur Berechnung der Nukleinsdure-Konzentration:

c=(Axe)/b

¢ — Nukleinsaure-Konzentration [ng/pul]
A — Absorption in [AU] (engl. absorption unit)
e — wellenldngen-abhangiger Extinktionskoeffizient [ng-cm/pl]

b — Weglange [cm]

Berechnung der DNA-Genomdiquivalente

Fiir die Herstellung der Verdinnungsreihen mit definierten Genomagquivalenten (engl. genomic
equivalences, Abklrzung: GE) muss die Anzahl der Genomkopien pro Volumeneinheit in der DNA-L&sung
ermittelt werden. Fir deren Berechnung wird die photometrisch ermittelte DNA-Konzentration [ng/ul]
mit der Avogadro-Konstante multipliziert und das Produkt durch die molekulare Masse der GenomgréRe
dividiert. Diese setzt sich zusammen aus dem Mittelwert (MW) der molaren Massen der
Desoxyribonucleosidmonophosphate (dNMPs) multipliziert mit der Anzahl der Basen im Genom

(Genomgrolie).

42



4. Methoden

o . DNA-Konzentration * Avogadro-Konstante
Genomaquivalente [Genomkopien/ul] =

MW molare Massen der dANMPs * Genomgrofde

Avogadro-Konstante: 6,02214086 x 102mol™*

Berechnung des Mittelwertes der molaren Masse der dNMPs:

Tab. 20: MW-Berechnung der molaren Massen der Desoxyribonucleosidmonophosphate

Desoxyribonucleosidmonophosphate Molare Masse
Desoxyadenosinmonophosphat (dAMP) 331,2g/mol
Desoxycytidinmonophosphat (dCMP) 307,2g/mol
Desoxyguanosinmonophosphat (dGMP) 347,2g/mol
Desoxythymidinmonophosphat (dTMP) 322,2g/mol
MW Desoxyribonucleosidmonophosphate (dNMP) 327,0g/mol

Fur die Berechnung verwendete Genomgroflen:

Die fir die Berechnung verwendeten GenomgroRen der jeweiligen Spezies wurden mit NCBI
(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/genome/) herausgesucht. Da die GenomgréRen innerhalb einer Spezies

variieren kdnnen, wurde hier mit gemittelten Werten gearbeitet.

Tab. 21: GenomgroRen

Spezies GenomgroéRe [Bp]
Acinetobacter baumannii 3980000
Pseudomonas aeruginosa 6600000
Ralstonia pickettii 5290000
Escherichia coli 5150000
Klebsiella pneumoniae 5600000
Enterobacter cloacae 4940000
Shewanella algae 4830000
Pseudomonas putida 6050000

4.3.5 Verdiinnungsreihen mit DNA

Fiir alle Experimente, sowie auch der Erstellung der Eichgeraden, war es notwendig mit definierten
Mengen an Genomkopien zu arbeiten. Somit mussten die Genomaquvalente jeder DNA zuerst auf eine
spezifische Menge eingestellt und anschlieend auf die notwendigen Verdinnungsstufen herunter
verdiinnt werden. Es wurden DNA-Verdiinnungen von 107 GE bis 10 GE hergestellt, wobei immer 2 pl
der Verdinnung der definierten Anzahl an Genom-Kopien entsprach. Jede Verdiinnung wurde bis zur

Nutzung bei 4 °C im Kiihlschrank gelagert.

4.3.6 Gel-Elektrophorese

Die DNA-Fragmente wurden unter Verwendung von TBE-Agarosegelen elektrophoretisch aufgetrennt.
Hierbei wird die negative Ladung sich in Losung befindlicher Nukleinsduren genutzt, da diese ein Negativ-
geladenes Desoxyribose-Phosphat-Riickgrat besitzen und sich unter Anlegung einer elektrischen

Spannung in Richtung des Plus-Poles bewegen. Agarose-Gele werden dabei als Trennmedium
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verwendet, wobei die Auftrennung logarithmisch erfolgt. Da nur mit sehr kleinen DNA-Fragmenten (100
bis 200 Bp) gearbeitet wurde, wurden Agarosegele mit einem Agarose-Anteil von 2 % verwendet. Fir die
Fluoreszenz-Farbung der Nukleinsduren wurde GelRed™ (Biotrend Chemikalien GmbH, Kolin,
Deutschland) verwendet, da es im Gegensatz zum altbekannten Ethidiumbromid keine Eigenladung
aufweist und somit beim Anlegen der Spannung nicht aus dem Gel wandert. Die Fluoreszenzfarbung wird
unter UV-Licht sichtbar gemacht unter Einsatz eines UV-Transilluminators. Dabei wird der an die DNA
gebundene Fluoreszenzfarbstoff mit UV-Licht bestrahlt und emittiert Licht in einem fir das Auge

sichtbaren Wellenlangenbereich zuriick.

Beladen und Auftrennung der DNA-Fragmente

Fiir die Gel-Elektrophorese wurden 2 %ige TBE-Agarose-Gele verwendet (1,6 g Agarose; 60 ml 1x
Boratpuffer; 4 ul GelRed™). Die Gele wurden beladen mit den zu untersuchenden DNA-Proben, welche
zuvor mit Ladepuffer (Thermo Scientific™ 6X DNA Loading Dye) versetzt wurden, sowie auch einem DNA-
Molekulargewichtsstandard zum Abschatzen der FragmentgréBen der Proben. Der Beladungspuffer
sorgt zum einen durch das beinhaltende Glycerin, dass die daran bindende DNA spater in die Gel-Tasche
sinkt und nicht aus der Tasche in den Puffer diffundiert. Zum anderen zeigen die beiden Farbstoffe
Cylencyanol (Laufhéhe im TBE-Gel: 3030 bp) und Bromphenolblau (Laufhdhe im TBE-Gel: 220 bp) an, wie
weit die Molekile bereits im Gel gelaufen sind. Als Laufpuffer wurde 1x Boratpuffer verwendet. Die

beladenen TBE-Agarose-Gele wurden fiir 60 min bei 120 V laufen gelassen.

Visuelle Bandenanalyse

Nach Beendigung der Gel-Elektrophorese wurden die Gele einzeln in den Transilluminator gelegt und
mit ultraviolettem Licht bestrahlt. Uber die GelDoc-Software (TDS Quantity One) wurde zuerst die
Belichtungszeit eingestellt, sodass die Gelbanden gut sichtbar waren. Das Bild wurde anschlieRend mit

der , Freeze“-Funktion eingefroren und als TIFF-Datei abgespeichert.

Auf dem Bild kann nun eine Abschatzung der FragmentgréBen der DNA abgeschatzt werden. Dafiir
werden die sichtbaren Banden mit dem mit aufgetragenem Molekulargewichtsstandard verglichen. Liegt
die Bande im richtigen Bereich, kann davon ausgegangen werden, dass es sich um das richtige

Amplifikationsprodukt handelt.

4.4 Alere Offene Plattform-Technologie

4.4.1 Alere Mikroarray Technologie

Eine weitere Plattform, welche fiir den experimentellen Teil dieser Arbeit verwendet wurde, war die
Mikroarray-Technologie von Alere Technologies GmbH (Jena, Deutschland), welche mittlerweile nicht
mehr verfiigbar ist. DNA-Mikroarrays wurden bei der genotypischen Analyse der genutzten Referenz-

Stamme (Abschnitt 4.6), der Uberpriifung der designten Primer fiir die Kartusche, der RPA-Experimente
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(Abschnitt 4.5) sowie auch bei der Entwicklung der Prototyp-Kartusche fiir die CMA-Reaktion eingesetzt
(Abschnitt 4.8).

Die Mikroarray-Technologie von Alere Technologies GmbH war bei der offenen Plattform in zwei
verschiedenen Varianten verfigbar: Array-Tubes (AT) und Arraystrips (AS) (Abb. 15). Bei den Array-Tubes
wurde je ein Mikroarray-Chip in ein 1,5 ml-ReaktionsgefaR verbaut, was nur das Arbeiten mit einer Probe
erlaubt. Arraystrips hingegen besitzen 8 integrierte Mikroarray-Chips, welche in einer Reihe angeordnet
sind. Das System ist einer Mikrotiterplatte nachempfunden, wobei jeder Array-Chip auf den Boden des
GefaBes geklebt wurde. Zwolf Arraystrips konnen zu einer kompletten Mikrotiterplatten-Form
kombiniert werden, was das parallele Bearbeiten von 96 Proben ermoglicht. Daher sind Arraystrips sehr

gut flr das Bearbeiten von grolReren Probenmengen geeignet.

Die Chip-GroRe des Mikroarrays umfasst dabei 4 mm x 4 mm, wobei eine Sonden-Matrix von maximal
28 x 28 Sonden (n=784) gespottet werden kann. Diese Technologie ist sowohl fir die Herstellung von
DNA- als auch von Protein-Mikroarrays geeignet. Bei DNA-Mikroarrays werden DNA-Sonden der Ziel-
Gene auf die modifizierte Chip-Oberflache gespottet, bei Protein-Mikroarrays hingegen spezifische
Proteine (Antigene oder Antikdrper je nach Anwendung). Flr diese Arbeit kamen jedoch nur DNA-
Mikroarrays zum Einsatz. Die Mikroarray-Technologie der offenen Plattform von Abbott (Alere
Technologies GmbH) wurde fiir zwei Reaktionsmechanismen konzipiert: Fallung-Detektion mit dem

ArrayMate und Fluoreszenz-Detektion mit dem ATR-Fluo Reader (Abb. 15).

Bei der Fallungsreaktion findet bei den DNA-Mikroarrays zuerst eine Hybridisierung Biotin-markierter
DNA-Amplifikate an die auf den Chip gespotteten DNA-Sonden statt. Dabei wird nach anschlieRender
Streptavidin-Peroxidase-Kopplung eine lokale Fallungsreaktion initiiert, welche detektiert werden kann.
Bei der Fluoreszenz-Detektion ist an das Streptavidin anstatt der Peroxidase ein Fluorophor gekoppelt,
das nach Anregung Licht einer bestimmten Wellenldange emittiert. DNA-Amplifikate kdnnen aber auch
direkt tGber Fluorophor-gekoppelte Primer wahrend der Amplifikation markiert werden, das Fluorophor

ist dabei an das 5-Ende der Oligonukleotid-Sequenz gebunden.

Der ArrayMate Reader kann 12 Arraystrips mit jeweils 8 Mikroarray-Chips (96 Reaktionen), bzw. 6 Array-
Tubes parallel in einem Lauf auslesen (Abb. 15). Der ATR-Fluo Reader ist jedoch nur fir Array-Tubes

konzipiert und kann nur jeweils eine Probe auswerten (Abb. 15).

45



4. Methoden

BN DNA-Mikroarray fir lokale ArrayMate Reader
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Abb. 15: Vorstellung der Alere Mikroarray-Technologie der offenen Plattform.

Dargestellt sind die Anwendungsmaoglichkeiten verschiedener Alere Mikroarray-Chips fir die beiden Plattformen:
Arraystrips und Array-Tubes. Auf Mikroarray-Chips konnen DNA-Sonden oder Proteine (Antigene oder Antikorper)
gespottet sein. Das Auslesen der Mikroarrays erfolgt bei lokalen Fallungsreaktionen iber den ArrayMate und bei
Fluoreszenz-Farbung liber den ATR Fluo Reader. (Bild-Quelle: eigene Darstellung mit Bildern von www.alere.com)

Aufbau des Carb Detect AS-1 und AS-2 DNA-Mikroarrays

Flr Genotypisierungsarbeiten wurden DNA-Mikroarrays des Carb Detect AS-2 Kits der Firma Alere
Technologies GmbH (Jena, Deutschland) verwendet. Da die Entwicklung der MP-PCR fiir die offene
Plattform im friihen Stadium der experimentellen Arbeit durchgefiihrt wurde, kam hier noch der Carb
Detect AS-1 Mikroarray zum Einsatz, der eine Vorgangerversion des Carb Detect AS-2 Mikroarrays
reprasentierte, jedoch alle relevanten Zielgene abdeckte (Tab. 63 im Anhang). Der Carb Detect AS-1
Mikroarray beinhaltet 343 Spots (86 spezifische DNA-Sonden vierfach redundant gespottet) auf einer
19x 19 Sonden-Matrix, wodurch eine Detektion einer Vielzahl wichtiger Resistenzgene (16
Carbapenemasen, 7 Beta-Lactamasen), sowie auch speziesspezifischer Gene wichtiger humanpathoge
Erreger (z.B. Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae, Acinetobacter baumannii und Pseudomonas
aeruginosa) ermaoglicht wird. Beim Carb Detect AS-2 wurde das Resistenz-Panel noch einmal um eine
Vielzahl verschiedener nachweisbarer Resistenz-Gene erweitert (z.B. Resistenz-Gene gegenlber
Aminoglykosiden, Chinolonen, Sulfonamide, Trimethoprim sowie auch einer Vielzahl weiterer ESBL- und
Carbapenemase-Gene). Dieser Mikroarray umfasst 668 gespottete DNA-Sonden auf einer 27 x 27
Sonden-Matrix. Genaue Auflistungen aller Zielgene beider Mikroarrays wurde in den Publikationen von
Dr. Sascha Braun aus den Jahren 2014 (CarbDetect AS-1) und 2018 (Carb Detect AS-2) abgebildet (Braun
et al. 2018, Braun et al. 2014).

4.4.2 Mikroarray - Markierungs-Reaktion - lineare und exponentielle PCR
Fiir die Hybridisierung auf dem Mikroarray musste die Ziel-DNA amplifiziert und markiert werden. Da fir

PCR-basierende Experimente in dieser Arbeit auf der offenen Plattform mit lokaler Fallungs-Detektion
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gearbeitet wurde, erfolgte die Markierung der DNA Uber Biotin-gekoppelte dUTPs (Biotin-11-dUTP). Fir
die Genotypisierung wurden die bereits erwdhnten Kits, Carb Detect AS-1 und AS-2, verwendet. Bei
diesen Kits erfolgte die Amplifikation und Markierung (iber eine Primer-Elongations-Reaktion, d.h. einer
PCR-dhnlichen Reaktion, bei der nur ein Primer pro Ziel-Gen amplifiziert wird. Hier wurde nach der

Anleitung des Kits vorgegangen.

Die zweite Anwendung bei den PCR-basierenden Experimenten war die Uberpriifung der in der rt-qPCR
getesteten Primer fiir die exponentielle PCR. Da in einem POC-System mit komplexen Proben gearbeitet
werden muss, bei denen Zellen und somit DNA einen limitierenden Faktor darstellt, wurde im Rahmen
dieser Arbeit eine MP-PCR, der vier wichtigsten Carbapenemase-Gene (b/laKPC, b/laNDM, blaVIM und
blaOXA-48) entwickelt, welche iber exponentielle Amplifikation (normale PCR) nachgewiesen werden
sollten. Die offene Plattform diente dabei als Methode die Detektion auf dem Mikroarray zu tGberprifen,
bevor diese auf die Kartuschen-Plattform libertragen wurde. Dabei sollte ebenfalls untersucht werden,
wie sensitiv diese nachgewiesen werden kénnen. Das Vorgehen unterschied sich zu den Carb Detect AS-
1/AS-2 Kits nur insofern, dass bei der Amplifizierungs- und Markierungsreaktion nicht mit dem Kit
beiliegenden Primermix (mit den Rickwarts-Primern) gearbeitet wurde, sondern hier die getesteten
Primer-Paare der rt-qPCR fiir blaKPC, blaNDM, blaOXA-48 und blaVIM als exponentielle PCR zum Einsatz

kamen.

Reaktionsansditze fiir Carb Detect AS-1/2

Fiir die Genotypisierung mit dem Carb Detect AS-1 und Carb Detect AS-2 Kits wurde der in Tab. 22
beschriebene Reaktionsansatz fir die Amplifizierung und dem Einbau von Biotin-11-dUTP verwendet.
Die einzelnen Kit-Komponenten mit Beschreibung wurden zuvor in Tab. 6 in Abschnitt 3.4 aufgelistet.
Einziger Unterschied zwischen beiden Kits ist der verwendete Primer-Mix. Fir den Carb Detect AS-1
wurde der B3Carb und fiir den Carb Detect AS-2 der B3Carb2 Primer-Mix verwendet. Der PCR-Puffer B1+
enthielt Biotin-11-dUTP im richtigen Verhaltnis (35 % Biotin-11-dUTP, 65 % dTTP).

Tab. 22: Reaktionsansatz fiir die Markierungsreaktion mit den Carb Detect AS1/2 Kits

Substanz Beschreibung Volumen pro Reaktionsansatz [ul]
Bl1+ PCR-Puffer mit dNTPs 3,9
B2 Tag-Polymerase-Losung 0,1
B3Carb/B3Carb2-Mix Primer-Mix 1,0
Template DNA-LOsung 5,0
Gesamtvolumen 10,0

Fiir die exponentiellen SP- und MP-PCR-Reaktionen auf der offenen Plattform wurde die
Primerkonzentration am Anfang auf 500 nM festgelegt, jedoch im spéateren Verlauf bei der Optimierung
fiir den MP-Ansatz fir jedes Zielgen angepasst. Der PCR-Puffer (4x In-House-Puffer 1 + dNTPs) enthielt
ebenfalls Biotin-11-dUTP und wurde hergestellt, wie in Abschnitt 3.8.4 und 3.8.7 beschrieben. Die
Reaktionsansatze fiir die SP- und MP-PCRs sind in Tab. 23 und Tab. 24 dargestellt.
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Tab. 23: Reaktionsansatz fiir SP-Reaktionen der exponentiellen PCR auf der offenen Plattform

Substanz Konzentration Volumen pro Endkonzentration
Ausgangssubstanz Reaktionsansatz [pl] im Ansatz

In-House-Puffer 1 + dNTPs 4x 2,5 1x

BTR-Tag-Polymerase 5U/ul 0,5 0,25U/ul

Vorwarts-Primer 10uM 0,5 500 nM

Ruckwarts-Primer 10uM 0,5 500 nM

Nuklease-freies Wasser 4,0

Template 2,0

Gesamtvolumen 10,0

Tab. 24: Reaktionsansatz fiir MP-Reaktionen der exponentiellen PCR auf der offenen Plattform

Substanz Konzentration Volumen pro Endkonzentration
Ausgangssubstanz Reaktionsansatz [pl] im Ansatz

In-House-Puffer 1 + dNTPs 4x 2,5 1x

BTR-Tag-Polymerase 5U/ul 0,5 0,25 U/ul

Primer-Mix 10 uM je Primer 0,5 500 nM je Primer

Nuklease-freies Wasser 4,0

Template 2,0

Gesamtvolumen 10,0

PCR-Programme
Fur die genotypischen Analysen mit dem Carb Detect AS-1/2 Kits, bei denen standardmaBig die
Markierungsreaktionen Uber eine Amplifikation mittels Primerverlangerung der Riickwarts-Primer

(lineare Amplifikation) erfolgte, wurde das PCR-Programm in Tab. 25 verwendet.

Tab. 25: PCR-Programm fiir Primerverldngerung-Reaktion der Carb Detect AS-1/2 Kits

Arbeitsschritt Temperatur Zeit Zyklen
Initiale Denaturierung 96 °C 300s 1x
Denaturierung 96 °C 60s

Annealing 50 °C 20s 50x
Elongation 72 °C 40's

Fir die Experimente zur Etablierung einer MP-PCR mit exponentieller Amplifikation wurde das PCR-

Programm in Tab. 26 verwendet.

Tab. 26: PCR-Programm fiir exponentielle Markierungsreaktionen mit Biotin-gekoppelten dUTPs
Arbeitsschritt Temperatur Zeit Zyklen
Initiale Denaturierung 95 °C 240s 1x
Denaturierung 95 °C 30s
Annealing 50 °C 30s 50x
Elongation 72 °C 60 s

4.4.3 Hybridisierung und Fallungsreaktion
Im Anschluss an die Markierungsreaktion erfolgt die Hybridisierung der markierten DNA an den
Mikroarray-Chip. Dabei bindet die amplifizierte Ziel-DNA an die komplementare Sequenz der DNA-

Sonden (Abb. 16A). Nach der Hybridisierung findet eine Kopplung der biotinylierten Ziel-DNA an eine
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Streptavidin-gekoppelte Meerrettich-Peroxidase statt. Dabei geht das Streptavidin eine nicht-kovalente
Bindung mit dem Biotin ein (Abb. 16B). Nach der Zugabe des Substrates katalysiert die Peroxidase die
Reduktion von Wasserstoffperoxid zu Wasserstoff und Sauerstoff. Dabei werden Elektronen aus der
Umgebung gezogen. Elektronendonor ist das Substrat-Molekul 3,3'-Dimethoxybenzidin (o-Dianisidin),
dass durch die Abgabe eines Elektrons eine radikale Form annimmt (Oxidation). Um sich zu stabilisieren,
dimerisieren zwei Substrat-Radikale miteinander. Durch diese Reaktion fallt das entstehende Dimer als
dunkelgriiner Niederschlag aus (Claiborne und Fridovich 1979). Dieser schwerldsliche Niederschlag wird

auf dem Array als dunkler Spot sichtbar und gilt als positiver Nachweis fiir das jeweilige Ziel-Gen (Abb.

16C).
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Abb. 16: Prinzip der Hybridisierung und lokalen Fallungs-Reaktion eines DNA-Mikroarrays

unterteilt in die drei wesentlichen Reaktions-Schritte: (A) Hybridisierung, bei der das Biotin-markierte Amplikon
komplementar an die DNA-Sonde bindet, (B) Konjugat-Reaktion, bei der eine nichtkovalente Biotin-Streptavidin-
Bindung zwischen dem Uracil-gekoppelten Biotin und dem Streptavidin-Peroxidase-Komplex erfolgt und die (C)
lokale Fallungs-Reaktion, bei der tiber die Meerrettich-Peroxidase Wasserstoffperoxid zu Wasser reduziert wird.
Dabei werden Elektronen vom Substrat (o-Dianisidin) entzogen, wobei Substrat-Radikale entstehen. Diese bilden
durch Dimerisierung einen grinen Niederschlag, welcher lokal detektiert werden kann. (Bild-Quelle: eigene
Darstellung)

Hybridiseriungsprotokoll Carb Detect Mikroarray

Bei der Hybridisierung wurde nach Anleitung des Carb Detect AS-1 und AS-2 Kits vorgegangen. Dabei
wurde als erstes jedes GefalR des Mikroarraystreifens, was verwendet werden sollte, mit Wasser und
anschlieBend mit C1-Puffer fiir jeweils 5 min bei 550 min™? und 50 °C gewaschen und vorhybridisiert.
Dann wurden die 10 pl-Amplikon-Loésungen mit der Biotin-markierten DNA aus der vorangegangenen
Markierungsreaktion mit je 90 ul C1-Puffer versetzt und gevortext. Wurde vorweg eine exponentielle
PCR fur die Markierung durchgefiihrt, lagen die Amplikons als DNA-Doppelstrange (engl. double-
stranded DNA, dsDNA) vor und mussten daher noch denaturiert (10 min bei 95 °C und sofort auf Eis)
werden. Das Amplikon/C1-Gemisch wurde anschlieRend in die jeweiligen Mikroarray-GefaRe des
Mikroarraystreifens gegeben und mit einem Deckel abgedeckt, um zu verhindern, dass das Amplikon/C1-

Gemisch in die benachbarten Mikroarray-GefaRe gelangen konnte. Die befiillten Mikroarraystreifen
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wurden nun fiir mindestens eine Stunde bei 50 °C unter leichtem Schiitteln (550 min) inkubiert, wobei
die markierten DNAs an die komplementaren Mikroarray-Sonden binden sollten. Im Anschluss wurden
die Amplikon/C1-Gemische abgesaugt und zweimal mit C2-Puffer bei 45 °C fir jeweils 5 min gewaschen.
Fir die Konjugationsreaktion wurden je Mikroarray-GefaR 100 pl C3/C4-Gemisch hinzugegeben
(Verhiltnis 1:100 C3-Konjugat-Lésung zu C4-Puffer) und fir 10 min bei 30 °C und 550 mint inkubiert. Die
C3-Konjugat-Lésung enthielt die Streptavidin-gekoppelte Meerrettich-Peroxidase, welche fiir die
Kopplungsreaktion an das Biotin der markierten DNA bendtigt wurde. Danach wurden die GefalRe mit
den Mikroarrays erneut zweimal mit C5-Puffer gewaschen und anschlieBend jeweils 100 pl D1-l6sung
hinzugegeben. Die D1-Lésung enthielt das fiir die Fallungsreaktionen wichtige Substrat (o-Dianisidin) und
wurde bis zur Nutzung bei 4 °C im Kihlschrank gelagert. Der Mikroarraystreifen mit den dazugegebenen
D1-Lésungen wurde nun bei 25 °C fir 10 min unter Ausschluss von Licht inkubiert, wahrenddessen das
Substrat durch die Reaktion mit der Meerrettich-Peroxidase ausgefallt wurde, was als dunkle Spots auf
dem Mikroarray zu erkennen war. Die D1-Losung wurde anschlieend abgesaugt und der Streifen mit
den Mikroarray konnte anschlieRend mit dem ArrayMate ausgelesen werden. Allerdings verblassen die
Spots nach 15 bis 20 min langsam, daher war es ratsam nach der Fallungsreaktion noch einmal mit

Wasser zu waschen, wodurch das Verblassen der Mikroarrayspots deutlich verzogert werden konnte.

4.4.4 Interpretation und Auswertung der Daten

Durch die Ausfallung des Substrates (o-Dianisidin) erfolgt eine Verfarbung der betreffenden Spots auf
der DNA-Mikroarray-Oberflache, welche als dunkle Punkte sichtbar werden. Das Vorhandensein des
Prazipitates in einem Spotbereich weist somit auf ein positives und dessen Fehlen auf ein negatives
Ergebnis hin. Durch den Niederschlag, der sich an den hybridisierten Amplifikationsprodukten gebildet
hat, entsteht eine lokale Verringerung der Lichtdurchlassigkeit in diesen Bereich, welche selbst mit dem
bloRen Auge beobachtet werden kann. Uber arrayspezifische Programmroutinen und Koordinatengitter
konnten die Signale der Spots durch den ArrayMate ausgewertet werden. Die Auswertung der Bilder
erfolgt Gber die gleiche Software (ICONOCLUST, Alere Technologies GmbH Jena) wie bei der Kartuschen-
Auswertung (Abschnitt 4.1.8). Allerdings werden hier keine Zeitreihen ausgewertet, sondern einzelne
Mikroarray-Bilder. Uber das erhaltene Mikroarray-Bild wird eine Matrix des Arraylayouts gelegt. Die
Orientierung erfolgt Gber feste Referenz-Marken. Die Signalintensitdten aller Spots werden Uber einen
Grauwertabgleich gemessen. Die Signalintensitdten der Spots mit den gleichen Sonden wurden gemittelt
(mittlere Intensitdt, mean - M). Dabei wurde unter Einbezug des lokalen Hintergrundes (background —
BG) die Signalintensitdten normalisiert. Die normalisierte Intensitat (NI) wurde dabei nach der folgenden

Formel berechnet:

wi=1- (2
B BG
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Es wurden Werte ermittelt zwischen 0 und 1, wobei 0 als kein Signal und 1 als extrem starkes Signal
definiert wurde. Uber eine Firbekontrolle mit gespotteten Biotin-Sonden, wurde die Giiltigkeit des
Versuches bewertet. Fehlten diese Biotin-Spots hatte wahrscheinlich die Ausfallung des Substrates nicht
ordnungsgemaR funktioniert und der Versuch musste wiederholt werden. Weiterhin wurden
Schwellenwerte fiir die normalisierten Signalintensitaten festgelegt, welche definierten, Gber welchem
Schwellenwert das Resultat als positiv zu werten war. Wurde ein Wert von mehr als 0,3 erreicht, wurde
davon ausgegangen, dass das gesuchte Gen vorhanden war. Unterschritt dieser den Wert von 0,2, wurde
das Resultat als negativ gewertet. Der Bereich zwischen 0,2 und 0,3 wurde als grenzwertig (engl.
ambigious) definiert. Die resultierende Tabelle mit den Grauwerten wurde als Grundlage eines
sogenannten Regelwerkes interpretiert, welche die erhaltenen Werte automatisch interpretiert (positiv,

negativ oder grenzwertig) und als html-basierten Report ausgibt.

4.5 Rekombinase-Polymerase-Amplifikation — RPA

Die Rekombinase-Polymerase-Amplifikation (engl. Recombinase Polymerase Amplification, RPA) ist eine
schnelle isothermale Amplifikationsmethode, die fiir den gesamten Durchlauf maximal 10 - 15 min
benotigt und optimal in einem Temperaturbereich von 37 °C bis 42 °C arbeitet. Das bietet den Vorteil,
dass sehr schnell Ergebnisse gewonnen werden kdénnen und keine Apparaturen fir komplexe
Temperaturzyklen benétigt werden. Die RPA-Reaktion bendtigt drei Basis-Proteine fiir die Reaktion. Das
erste in eine Rekombinase (T4 usvX), die an die Primer bindet und Filamente formt (Abb. 17A), welche
es ermoglichen an die komplementare DNA-Sequenz des Template-Stranges erneut zu rekombinieren.
Dabei wird der komplementidre Template-Strang verdrdangt (Abb. 17B). Das zweite Enzym, ein
Einzelstrang-bindendes Protein (engl. single-stranded DNA binding protein, SSB) (T4 gp32), verhindert
das Abspalten der Primer durch Bindung an den verdrangten Einzelstrang (Abb. 17B). Das dritte Protein
ist eine strangverdrangende Polymerase (Bsu), welche die Doppelhelix des DNA-Stranges 6ffnet und den
Komplementéarstrang der Template-DNA beginnend vom 3‘-Ende des jeweiligen gebundenen Primers
amplifiziert (Abb. 17C). Dabei binden weiterhin SSB-Proteine an die verdrangten Einzelstrange. Das fihrt
dazu, dass beim Treffen beider Polymerasen sich der Doppelstrang in zwei Einzelstrange aufteilt und die
Amplifikation bis zur vollstandigen Synthese des Komplementarstranges durchlauft (Abb. 17D/E) (Euler
et al. 2012). Die Amplifikation verlauft dabei exponentiell, da nach jedem Arbeitszyklus doppelt so viel
synthetisierte DNA vorhanden ist. Dabei wird so lange DNA amplifiziert, bis eine der eingesetzten

Ressourcen zur Neige geht.

Je nach Anwendung wurden bei der Reaktion Rickwarts-Primer verwendet, die am 5‘-Ende der Primer-
Sequenz mit Biotin oder Cy5 markiert wurden. Biotin-gekoppelte Rickwarts-Primer wurden fir den
Nachweis auf dem Carb Detect AS-2 Mikroarray mit anschlieBender Auswertung im Arraymate benutzt.

Cy5-markierte Riickwarts-Primer hingegen wurden auf AT2-Tubes mit CarbDetect AS-2 Mikroarrays mit
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anschlieRender Analyse im FluoReader oder zur Detektion in der PCR-Kartusche verwendet. Fir alle

Experimente wurden die Referenz-Stamme aus Tab. 29 verwendet.
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Abb. 17: Schematischer Ablauf eines Arbeitszyklus einer RPA

(engl. Recombinase Polymerase Amplification) mit Biotin-gekoppelten Rlckwarts-Primern: (A) Bildung von
Rekombinase/Primer-Komplexen. Dabei werden Filamente geformt, die in der Lage sind die komplementdre DNA
Sequenz auf dem Template-Strang zu finden und an diesen zu rekombinieren. (B) Binden der Rekombinase/Primer-
Komplexe an den komplementdren DNA-Sequenz-Bereich des Template-Stranges (Rekombination). Dabei wird der
Komplementar-Strang des Template-Stranges verdrangt (Bildung einer D-Schleife). Dieser wird durch Einzelstrang-bindende
Proteine (engl. single-stranded DNA binding proteins, SSB) gebunden und verhindert somit eine erneute Bindung an den
Template-Strang. (C) Dissoziation der Rekombinasen und Initiilerung der Amplifikation durch eine strangverdrdangende
Polymerase. Dabei wird die Doppelhelix des DNA-Stranges geoffnet und der Komplementéarstrang (Amplikon-Strang) der
Template-DNA beginnend vom 3‘-Ende des jeweiligen gebundenen Primers amplifiziert. Wahrenddessen lagern sich weiterhin
SSB-Proteine an den verdrangten Komplementéarstrang an. (D) Wenn sich beide Polymerasen, die jeweils den gegenlaufigen
Strang amplifizieren, treffen, kommt es zu einer Teilung des Doppelstranges. Dabei |6sen sich wahrend der voranschreitenden
Amplifikation auch die gebundenen SSB-Proteine und die DNA-Synthese wird fortgefliihrt bis das Ende des DNA-Stranges
erreicht wird. (E) Am Ende des Arbeitszyklus entstehen zwei neue DNA-Doppelstrange, welche jeweils aus einem Template-
Strang und dem neu synthetisierten Amplikon-Strang bestehen. Der Amplikon-Strang, der aus dem Rickwartsprimer
synthetisiert wurde, enthalt am 5‘-Ende ein gekoppeltes Biotin und kann somit durch Hybridisierung auf dem Mikroarray
detektiert werden. (Bild-Quelle: eigene Darstellung)

4.5.1 RPA: Mikroarray-Test mit Biotin-dUTP-gelabelten Primern

Fir die Etablierung eines RPA-basierenden Modells wurden 3 Carbapenemase-Gene (blaKPC, blaVIM,
blaOXA-48) ausgewadhlt. Daflir wurden in einer Kooperation mit TwistDx™ Limited (Cambridge, England)
flir uns die noétigen Primer designt, getestet und anschlieBend ,Primer-in“-Pellets (enthalten die
jeweiligen Primer und die notwendigen Enzyme) einschlieflich der bendétigten Puffer fiir Testzwecke zur
Verfligung gestellt. Ziel war es fiir jedes Ziel-Gen maoglichst viele Varianten abzudecken. Um eine hohe
Spezifitat zu gewahrleisten, wurden fiir RPA-Reaktionen Primer verwendet, die mehr als 30 Basen lang
waren. Dies stellte bei blaVIM aufgrund seiner hohen Sequenz-Diversitat in seinen Varianten ein Problem
dar. Daher wurde hier entschieden, nur jeweils eine Reaktion fiir blaVIM-1 und blaVIM-2 zu designen.
Somit wurden insgesamt 4 verschiedene ,,Primer-in“-Pellets mit jeweils einem Ziel-Gen (blaKPC, blaOXA-
48, blaVIM-1, blaVIM-2) zur Verfiigung gestellt. Die beinhaltenden Riickwarts-Primer, welche den
komplementdren Strang zur Sonden-DNA auf dem Mikroarray synthetisierten, waren am 5‘-Ende

kovalent mit Biotin gekoppelt (Tab. 9 Abschnitt 3.5.4)
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Ein Pellet entsprach einer 50 pl-Reaktion. Da fir die Hybridisierung auf dem Mikroarray nur 10 pl des
Amplifikates benétigt wird, wurden die Mastermixe so angesetzt, dass einzelne 10 pl-Reaktionen daraus

resultierten. Somit konnten aus einem Pellet 5 Reaktionen gewonnen werden.

RPA-Reaktions-Ansitze

Fiir den Mastermix wurden zuerst die ,,Primer-in“-Pellets ein Eppendorf-Reaktionsgefald gegeben. Dabei
richtete sich die Anzahl der eingesetzten Pellets nach der Anzahl der Reaktionen, die durchgefiihrt
werden sollten. Flir 20 Reaktionen mussten somit bei SP-Reaktionen 4 Pellets des gleichen Targets und
bei MP-Reaktionen (mit 4 Targets) je ein Pellet mit einem Target eingesetzt werden. Dann wurden PCR-
GefdlRe vorbereitet, indem jeweils 0,5 pul Magnesium-Acetat (450 mM Stocklosung) und 2 pl der
jeweiligen Verdiinnungsstufe des DNA-Templates vorgelegt wurden. Anschlieend wurde in das
ReaktionsgefaR mit den ,Primer-in“-Pellets 150 pl RPA-Puffer (Rehydratisierungspuffer) hinzugegeben,
um die Pellets zu I6sen. Das Reaktionsgefall wurde im Anschluss kurz gevortext und runterzentrifugiert.
Als nachsten Schritt wurden von dieser RPA-Puffer-Losung jeweils 7,5 pl in den Deckel der vorbereiteten
PCR-ReaktionsgefdlRe pipettiert. Somit sollte verhindert werden, dass es bereits vorzeitig zu einer
Durchmischung des RPA-Puffer-Gemisches mit dem Template/Magnesium-Acetat-Gemisch kam.
Wahrenddessen wurde ein Thermocycler mit einem Programm von 42 °C flir 30 min gestartet. Die PCR-
Reaktionsgefdlle wurden herunterzentrifugiert, kurz gevortext und in den gestarteten Thermocycler
gestellt. Dabei erfolgte eine Durchmischung aller Substanzen und die Reaktion wurde durch das
Magnesiumacetat gestartet. Die Inkubation erfolgte fiir mindestens 20 min bei 42 °C. Die

Reaktionsanséatze sind in Tab. 27 (RPA- SP-Reaktionen) und Tab. 28 (RPA-MP-Reaktionen) dargestellt.

Tab. 27: RPA- SP-Reaktionen mit Biotin-gekoppelten Riickwartsprimern

Substanz 5 Reaktionen 20 Reaktionen
gleiche ,,Primer-in“-Pellets 1 4
RPA-Puffer (Rehydratisierungspuffer) 37,5 ul 150 pl
Template-DNA 10 pl 40 pl
450mM Magnesium-Acetat-Losung 2,5 ul 10 ul
Gesamtvolumen 50 pl 200 pl

Tab. 28: RPA-MP-Reaktionen mit Biotin-gekoppelten Riickwartsprimern

Substanz 20 Reaktionen 40 Reaktionen
verschiedene ,,Primer-in“-Pellets 4 8
RPA-Puffer (Rehydratisierungspuffer) 150 pl 300 pl
Template-DNA 40 pl 80 ul

1M Magnesium-Acetat-Losung 10 ul 20 ul
Gesamtvolumen 200 pl 400 pl

Tab. 29: Referenzstimme fiir die RPA-Reaktionen

Stamm ID Quelle Spezies Zielgene
204516 DSMZ Pseudomonas aeruginosa blaVIM-1
204517 DSMZ Pseudomonas aeruginosa blaVIM-2
240608 Nordmann Escherichia coli blaOXA-48
240615 Nordmann Escherichia coli blaKPC
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Hybrisisierung, Féllung und Detektion auf der offenen Plattform

Da es sich hier um doppelstrangige DNA handelte und diese erst denaturiert werden musste, wurden
zuerst 90 pl C1-Puffer zu den 10 pl Amplifikat hinzugegeben und anschliefend fir 10 min im
Thermocycler bei 95 °C inkubiert. Dann wurde das C1/Amplikon-Gemisch sofort auf Eis gestellt. Bei der
anschlieRenden Hybridisierung und Fallung auf dem CarbDetect AS-2 Mikroarray, sowie das Auslesen
der Daten und die Datenauswertung wurde vorgegangen, wie bereits bei der offenen Plattform in

Abschnitt 4.4.3 bis 4.4.5 beschrieben. Als Auslesegerat wurde auch hier der ArrayMate genutzt.

Hybridisierung und Detektion in der PCR-Kartusche

Parallel dazu wurden auch Hybridisierungsversuche mit der PCR-Kartusche durchgefiihrt. Unter einer
PCR-Kartusche ist eine m-PIMA-Kartusche zu verstehen, bei den keine Reagenzien fir Lyse, PCR und das
Fangen der DNA vorhanden sind. Die Kartusche beinhaltet lediglich einen DNA-Mikroarray-Chip und PCR-
Puffer im Reservoir. Sie wurde fir die Optimierung der PCR genutzt oder wie in diesem Fall fir die

Detektion der RPA-Amplifikate.

Als Erstes wurden 10 pl RPA-Amplifikat mit 90 ul C1-Puffer (Hybridisierungspuffer) gemischt,
anschlieBend fir 10 min bei 95 °C denaturiert und auf Eis gestellt. Dann wurde das 100 ul C1/Amplikon-
Gemisch mit 10 pl des fiir die PCR-Kartusche genutzten Reporter-Mixes (Tab. 15B; Abschnitt 3.8.9)
versetzt, um den Signal-Abfall Gber die CMA beobachten zu kénnen. Fiir die CMA-Detektion wurde das

Wetskript speziell angepasst, da hier ja nur die Hybridisierung beobachtet werden sollte.

4.5.2 RPA: Detektionsversuche mit Cy5-gelabelten Riickwartsprimern

Es wurden auch eine Reihe von Detektionsversuchen mit Cy5-gekoppelten Rickwartsprimern
durchgefiihrt. Ziel war es herauszufinden, ob auf dem CarbDetect AS-2 Array-Tubes mit dem FluoReader
und der PCR-Kartusche klare Fluoreszenzsignale detektiert werden kénnen und somit eine mdogliche
Anwendung in einem POC-Produkt auf Kartuschen-Basis moglich ware. Dabei wurde hier versuchsweise
blaOXA-48 und blaKPC als Ziel-Gen ausgewahlt (Tab. 9 Abschnitt 3.5.5), da diese Ziel-Gene in den

Vorversuchen mit Biotin-gekoppelten Riickwéartsprimern gut nachgewiesen werden konnten.

RPA-Reaktionsansatz mit Cy5-gekoppelten Riickwdrtsprimern

Die Vorgehensweise fiir die Reaktionsansatze ist im Grunde analog zu den in Punkt 4.5.1 beschriebenen
Ansatz. Der einzige Unterschied bestand darin, dass RPA-Pellets eingesetzt wurden, die noch keine
Primer beinhalteten. Diese mussten daher in definierter Konzentration (500 nM) noch hinzugegeben
werden (Tab. 30). Als Target wurde blaKPC oder blaOXA-48 verwendet. Die Riickwarts-Primer waren am
5‘-Ende mit dem Fluorophor Cy5 gekoppelt, um das Fluoreszenz-Signal spater auf dem Mikroarray
nachweisen zu kénnen. Fir die Reaktion wurde nur ein RPA-Pellet verwendet. Daher wurden pro Ansatz
50 ul Amplifikat gewonnen, die anschlieRend mit 450 pl C1-Puffer versetzt und kurz gevortext wurden.
Die resultierende C1-Puffer/Amplikon-Losung wurde anschlieBend zur Denaturierung in einem

Thermomixer bei 95 °C fiir 10 min inkubiert und dann sofort auf Eis gestellt.
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Tab. 30: RPA- SP-Reaktionen mit Cy5-gekoppelten Riickwartsprimern

Substanz Ansatz Endkonzentration im
Ansatz

RPA-Pellet 1

RPA-Puffer (Rehydratisierungspuffer) 36,5 pl

Vorwartsprimer (50 uM) 0.5 ul 500 nM

Rickwartsprimer (50 uM) 0.5 ul 500 nM

Template-DNA 10 pl 5x10’ GE

Magnesium-Acetat-Lésung (450mM) 2,5 ul 22,5 mM

Gesamtvolumen 50 pl

Detektion mit AT2-Tubes im FluoReader

AnschlieBend wurden 300 ul dieser Losung fiir eine Stunde auf dem CarbDetect AS-2 Mikroarray in dem
AT2-Tubes hybridisiert und nach der Hybridisierung mit PCR-Wasser gespiilt und im FluoReader
ausgelesen. Fir das Auslesen wurde ebenfalls die ICONOCLUST-Software verwendet. Dabei wurde eine

Belichtungszeit von 800 ms eingestellt, um lumineszierende Spots deutlich erkennen zu kénnen.

Detektion mit der PCR-Kartusche

Von den verbliebenen 200 pl der denaturierten C1-Puffer/Amplikon-Losung wurden 110 pl fur den
Einsatz in der Kartusche eingesetzt. In den Experimenten sollte lediglich erstmal untersucht werden, ob
das Amplikon an den Mikroarray-Chip hybridisiert und tGber Fluoreszenz-Detektion im m-PIMA Analyzer
nachgewiesen werden kann. Hier wurde das gleiche RPA-Wetskript verwendet, welches bereits fir den
Hybridisierungsversuch mit biotin-markierten RPA-Amplifikaten in der PCR-Kartusche genutzt wurde
(Abschnitt 4.5.1). Jedoch wurde dieses Mal kein Reporter-Mix zum Hybridisierungsgemisch
hinzugegeben, da das in diesen Experimenten erzeugte RPA-Amplifikat bereits ein gebundenes Cy5-
Fluorophor besals und die Detektion somit nicht liber CMA sondern tber direkte Fluoreszenz-Detektion

erfolgte.

4.6 real-time quantitative PCR

4.6.1 Funktionsweise einer rt-qPCR

Bei der quantitativen Echtzeit-PCR (engl. real-time quantitative PCR, rt-qPCR) handelt es sich um eine
Nukleinsdure-Amplifikations-Technik, welche auf dem Prinzip der Polymerase-Ketten-Reaktion (engl.:
polymerase chain reaction — PCR) beruht. Die Visualisierung erfolgt dabei entweder durch Farbung mit
Fluoreszenzfarbstoffen (z.B. SYBR Green) oder durch Ausnutzung des Forster-Resonanzenergietransfer-
Effektes (FRET). Einige Beispiele, bei denen FRET in der rt-gPCR Anwendung findet, sind TagMan-Sonden,
LightCycler-Sonden, LoopTag-Sonden, Molecular Beacons und Scorpion-Primer (Parashar et al. 2006).
Fir die Versuche in dieser Arbeit wurde mit TagMan-Sonden gearbeitet. Ein schematischer Ablauf einer

rt-gPCR basierend auf TagMan-Sonden ist in Abb. 18 aufgezeigt.
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Abb. 18: Schematischer Ablauf eines Arbeitszyklus einer rt-qPCR mit TagMan-Sonden

auf der Basis des Forster-Resonanz-Energie-Transfers (FRET) unter Verwendung von TagMan-Sonden. Nach
Denaturierung des Doppelstranges in zwei Einzelstrange erfolgt die Anlagerung der Primer und TagMan-Sonde an
die jeweils komplementdre DNA-Sequenz. AnschlieRend erfolgt die Elongation, bei der durch die Polymerase
beginnend an den Primern der Komplementarstrang in 5 zu 3‘-Richtung synthetisiert wird. Erreicht die Polymerase
die TagMan-Sonde wird diese durch die Exonuklease-Aktivitdt des Enzymes aufgetrennt und abgebaut. Dadurch
wird die rdumliche Ndhe zwischen Reporter und Quencher aufgelost, wodurch das Fluoreszenz-Signal des
Reporters bei Lichtanregung nicht mehr durch den Quencher unterdriickt wird und als Fluoreszenz-Signal
gemessen werden kann. Am Ende des Zyklus wurden beide DNA-Strange amplifiziert und ein neuer Zyklus beginnt.
Mit jedem Zyklus nimmt die Anzahl der freien Reporter-Molekile zu, wodurch die Gesamt-Fluoreszenz pro Zyklus
parallel zur amplifizierten DNA ansteigt. Diese kann gemessen und ausgewertet werden. (Bild-Quelle: eigene
Darstellung)

4.6.2 Entwicklung zweier Multiplex-rt-gPCRs mit dem Rotor Gene 6000

Fiir diese Arbeit wurden zwei auf TagMan-Sonden basierende rt-qPCRs entwickelt und evaluiert, welche
als Modellsysteme fir verschiedene Optimierungsarbeiten bei der Entwicklung des POC Kartuschen-
Prototyps zum Einsatz kamen. Die erste rt-qPCR sollte dabei die vier klinisch-relevantesten Pathogene
(Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae, Acinetobacter baumannii und Pseudomonas aeruginosa)
nachweisen, wobei von jeder Spezies ein spezifisches Speziesmarker-Gen fir den Detektionsnachweis
ausgewahlt wurde (Tab. 31). Die zweite rt-qPCR befasst sich mit dem Nachweis der vier global am
haufigsten vorkommenden Carbapenemase-Gene: blaKPC, blaNDM, blaOXA-48 und blaVIM
einschliellich deren allelischen Varianten (Tab. 64 im Anhang). Diese vier Carbapenemase-Gene sollten
spater in der Prototyp-Kartusche direkt aus Stuhlproben nachgewiesen werden, wobei in der Kartusche
die gleichen Primer- und Sonden-Sequenzen verwendet wurden, wie in der hier entwickelten

Carbapenemase-rt-qPCR.
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Tab. 31: Speziesmarker-Gene der vier klinisch relevantesten Spezies

Spezies Speziesmarker- Beschreibung
Gen
Escherichia coli gad Glutamatdecarboxylase von E. coli
Klebsiella pneumoniae Khe Hamolysin von K. pneumoniae (Klebsolysin)
Acinetobacter baumannii  basC Gen der L-Lysin N6-Monooxygenase des
Acinetobactin-Biosynthese-Weges
Pseudomonas aeruginosa  ecfX extrazellularer Sigma-Faktor von P. aeruginosa

Fir die Entwicklung beider rt-qPCRs wurden fiir alle Ziel-Gene spezifische TagMan- Sonden designt.
Hierbei handelt es sich um kurze einzelstrangige DNA-Molekiile, welche komplementar an den Sequenz-
Bereich des Ziel-Genes binden kénnen. Das Reporter-Molekiil (Fluorophor) wurde an das 5‘-Ende und

das Quencher-Molekiil am 3‘-Ende der Sonden-Sequenz kovalent gebunden.

Fiir die Entwicklung der oben beschriebenen rt-qPCRs wurde ein Corbett Rotor Gene 6000 der Firma
Qiagen (Hilden, Deutschland) verwendet. Fiir das Design der TagMan-Sonden wurden daher folgende
Fluorophore verwendet: 6-FAM (griin); HEX (gelb); ROX (orange); Cy5 (rot). Die Prozessierung und
Auswertung erfolgte mit der zum rt-gPCR-Gerat gehérenden Rotor Gene Software (Qiagen, Hilden,

Deutschland).

Primer- und Sonden-Design
Das Designen der Oligonukleotide fiir beide rt-qPCRs wurde durchgefiihrt wie in Abschnitt 4.1.4
Bioinformatik beschrieben. TagMan-Sonden wurden mit einem Fluorophor am 5‘-Ende und mit einem
Quencher-Molekiil am 5‘-Ende modifiziert. Die Oligonukleotide beider rt-qPCR sind in Tab. 9 aufgefiihrt
(Abschnitt 3.5.1 und 3.5.2).

4.6.3 Bestimmung der Nachweisgrenze (limit of detection, LOD) der rt-qPCRs

Zu Bestimmung der Nachweisgrenze fir beide rt-qPCRs, wurden Verdinnungsreihen mit DNA
(Abschnitt 4.3.5) verschiedener Referenz-Stamme hergestellt und eingesetzt. Dabei wurden
Verdiinnungen an Template-DNA von 107 bis 10* Genom-Aquivalenten in jeweils drei Parallelen je
Verdlinnungsstufe in SP- (nur ein Primerpaar fiir ein Target pro Reaktion) und MP-Reaktionen (Primer
fiir alle vier Targets in einer Reaktion) eingesetzt. Es sollte damit Gberprift werden, wie viele Genom-
Kopien an Ausgangs-DNA mit der jeweiligen rt-qPCR als unterste Grenze noch nachgewiesen werden
kénnen und ob es signifikante Unterschiede in SP- und MP-Reaktionen beziiglich der PCR-Effizienz und

Linearitat gibt.

Referenz-Stdmme fiir LOD Studien
Fiir die Ermittlung der Nachweisgrenze wurden fir die Spezies-rt-qPCR jeweils ein Referenz-Stamm
herausgesucht, bei dem bekannt war, dass dieser der gesuchten Spezies entspricht und somit das

jeweilige Ziel-Gen enthielt (Tab. 32).
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Bei der Carbapenemase-rt-gPCR hingegen wurden insgesamt 7 Referenz-Stamme getestet. Hier wurden

zum einen 4 Referenz-Stdmme mit je einem Zielgen, sowie auch 3 Referenz-Stamme mit jeweils zwei

Ziel-Genen getestet (Tab. 33).

Tab. 32: Referenz-Stamme fiir die LOD-Studie der Spezies-rt-qPCR

Stamm ID in der Spezies Ziel-Gen
Datenbank

95726 Escherichia coli gad
204517 Pseudomonas aeruginosa ecfX
215765 Klebsiella pneumoniae khe
240770 Acinetobacter baumannii basC

Tab. 33: Referenz-Stamme fiir die LOD-Studie der Carbapenemase-rt-qPCR

Stamm ID in der Spezies Ziel-Gen

Datenbank

208263 Escherichia coli blaNDM

215765 Klebsiella pneumoniae blaKPC-2

240608 Escherichia coli blaOXA-48

240619 Citrobacter freundii blaVIM/blaOXA-48

240749 Klebsiella pneumoniae blaKPC-3/blaOXA-48

240778 Citrobacter freundii blaVIM-4

240799 Klebsiella pneumoniae blaNDM-1/blaOXA-232 (blaOXA-48-like)
PCR-Ansiitze

Fir die LOD-Studie wurden die in Tab. 34 und Tab. 35 aufgezeigten PCR-Ansatze verwendet. Es wurde
das RNA UltraSense™ One-Step Quantitative RT-QPCR System Kit (ThermoFischer Scientific, Dreieich,
Deutschland) verwendet. Fir jedes nachzuweisende Zielgen wurden die entsprechenden Primer und
TagMan-Sonde eingesetzt. Die verwendeten Oligonukleotide der Spezies- und Carbapenemase-rt-qPCR

sind in Tab. 9 (Abschnitt 3.5.1 und 3.5.2) aufgelistet.

Tab. 34: PCR-Ansatze fiir SP-Reaktionen der (A) Spezies- und (B) Carbapenemase-rt-qPCR

A: PCR-Ansatz fiir SP-Reaktion der Spezies-rt- B: PCR-Ansatz fiir SP-Reaktion der

qPCR Carbapenemase-rt-qPCR

Substanz Volumen Endkonz. Substanz Volumen Endkonz.
[1] im Ansatz [i] im Ansatz

PCR-Wasser 15,25 PCR-Wasser 14,95

5x RNA Ultra Sense 5,0 1x 5x RNA Ultra Sense 5,0 1x

Reaktionspuffer Reaktionspuffer

RNA Ultra Sense 1,25 RNA Ultra Sense 1,25

Enzym-Mix Enzym-Mix

Primer FW (100 uM) 0,5 200 nM Primer FW (100 uM) 0,5 200 nM

Primer RV (100 uM) 0,5 200 nM Primer RV (100 uM) 0,5 200 nM

Sonde TMP (100 uM) 0,5 200 nM Sonde TMP (100 uM) 0,8 320 nM

Template-DNA 2,0 Template-DNA 2,0

Gesamtvolumen 25,0 Gesamtvolumen 25,0
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Tab. 35: PCR-Ansdtze fiir MP-Reaktionen der (A) Spezies- und (B) Carbapenemase-rt-qPCR

A: PCR-Ansatz fiir MP-Reaktionen der B: PCR-Ansatz fiir MP-Reaktionen der
Spezies-rt-qPCR Carbapenemase-rt-qPCR
Substanz Volumen Endkonz. Substanz Volumen Endkonz.
[pl] im Ansatz [ul] im Ansatz
PCR-Wasser 10,75 PCR-Wasser 9,55
5x RNA Ultra Sense 5,0 1x 5x RNA Ultra Sense 5,0 1x
Reaktionspuffer Reaktionspuffer
RNA Ultra Sense 1,25 RNA Ultra Sense 1,25
Enzym-Mix Enzym-Mix
Primer FW 1 (100 uM) 0,5 200 nM Primer FW 1 (100 uM) 0,5 200 nM
Primer FW 2 (100 uM) 0,5 200 nM Primer FW 2 (100 uM) 0,5 200 nM
Primer FW 3 (100 uM) 0,5 200 nM Primer FW 3 (100 uM) 0,5 200 nM
Primer FW 4 (100 uM) 0,5 200 nM Primer FW 4 (100 uM) 0,5 200 nM
Primer RV 1 (100 uM) 0.5 200 nM Primer RV 1 (100 uM) 0.5 200 nM
Primer RV 2 (100 uM) 0.5 200 nM Primer RV 2 (100 uM) 0.5 200 nM
Primer RV 3 (100 uM) 0.5 200 nM Primer RV 3 (100 uM) 0.5 200 nM
Primer RV 4 (100 uM) 0.5 200 nM Primer RV 4 (100 uM) 0.5 200 nM
Sonde TMP 1 (100 uM) 0,5 200 nM Sonde TMP 1 (100 uM) 0,8 320 nM
Sonde TMP 2 (100 uM) 0,5 200 nM Sonde TMP 2 (100 uM) 0,8 320 nM
Sonde TMP 3 (100 pM) 0,5 200 nM Sonde TMP 3 (100 pM) 0,8 320 nM
Sonde TMP 4 (100 pM) 0,5 200 nM Sonde TMP 4 (100 pM) 0,8 320 nM
Template-DNA 2,0 Template-DNA 2,0
Gesamtvolumen 25,0 Gesamtvolumen 25,0

PCR-Programme

Fiir die beiden rt-gPCRs wurden die in Tab. 36 aufgelisteten PCR-Programme verwendet.

Tab. 36: PCR-Programme fiir die (A) Spezies-rt-qPCR und (B) Carbepenemase-rt-qPCR

A: PCR-Programm: Spezies-rt-qPCR B: PCR-Programm: Carbapenemase-rt-qPCR
Schritt Zeit Temp. Zyklen Schritt Zeit Temp. Zyklen
Initiale 120s | 95°C 1x Initiale 120s | 95°C 1x
Denaturierung Denaturierung

Denaturierung 10s 95 °C Denaturierung 30s 95 °C

Annealing 30s 55°C 50x Annealing 30s 50 °C 50x
Elongation 30s 72°C Elongation 60s 72 °C

Auswertung der LOD-Studie

Fir die Auswertung der LOD-Studie wurden zuerst die Werte der Schwellenzyklen (engl. threshold
cycles, C7) der einzelnen Kurven bei einem definierten Signal-Schwellenwert von 0,03 (iber die Rotor
Gene Software ermittelt. Mit dem Tabellenkalkulationsprogramm Excel wurden die Cr-Werte der
einzelnen Parallelen fiir jede Verdinnung gemittelt. Die so erhaltenen Cr-Mittelwerte wurden
anschlieRend gegen die jeweilige logio Anzahl an Genom-Aquivalenten der einzelnen Verdiinnungen

(Konzentration des DNA-Templates) in einem Diagramm aufgetragen.

Fiir die Bestimmung der PCR-Effizienz, wurde nun eine Regressionsgerade durch die Punkte gelegt, deren

Anstieg (S) fiir die Berechnung der PCR-Effizienz nach der unten aufgefiihrten Formel erfolgte.
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Berechnung der PCR-Effizienz (E):

1
E= 10(5)—1

Um die Linearitat der Regressionsgerade zu ermitteln, wurde das Bestimmtheitsmall bestimmt, wobei

ein Wert von mehr als R? > 0,99 festgelegt wurde, um als sehr gute Linearitat zu gelten.

Das Bestimmtheitsmal} wird aus den Werten der Standard-Kurve berechnet. Fiir die Berechnung wurde
die unten aufgefiihrte Formel verwendet. Das Bestimmtheitsmal konnte aber auch optional direkt im
Diagramm in Excel angezeigt werden. Bei der Formel entspricht (n) der Anzahl aller Punkte im Diagramm,
(x) den Werten der Genom-Aquivalente (Werte der X-Achse) und (y) den zuvor gemittelten C-Werten

(Werte der Y-Achse).

Berechnung des BestimmtheitsmaRes:

_ Sxy - = (CDEY)
Jmx - 2| [zy2 -t @yy]

RZ

4.6.4 Ermittlung der Sensitivitdt und Spezifitat der rt-qPCRs

Sensitivitdt wird auch als wahre Positivrate (true positive rate, TPR) bezeichnet und definiert sich
dadurch, wie viele positive Proben (true positive, TP) von der Gesamtzahl an positiven Proben
(positive, P) nachgewiesen werden konnten. Positive Proben, die negativ getestet worden sind, werden

als falsch-negative Proben (false negative, FN) bezeichnet.

Bei der Spezifitat, die auch als wahre Negativrate (true negative rate, TNR) bezeichnet wird, ist es genau
andersherum. Sie definiert sich dadurch, wie viele negative Proben (true negative, TN) von der
Gesamtzahl an negativen Proben (negative, N) nachgewiesen wurden. Proben, die positiv getestet

worden sind, werden als falsch-positive Proben (false positive, FP) bezeichnet.

Die Sensitivitdt und Spezifitat fir beide rt-qPCRs wurde berechnet zur Analyse der PCR-Leistung
gegeniber alternativen phanotypischen und genotypischen Methoden. Als genotypische Referenz-
Methode wurde eine DNA-Mikroarray-Analyse mit dem Carb Detect AS-2 Kit (Abschnitt 4.4)
durchgefuhrt. Auf diesem DNA-Mikroarray sind sowohl die Speziesmarker-Gene der vier gesuchten
Pathogenen als auch die vier klinisch-relevantesten Carbapenemase-Gene, die in den rt-qPCRs

untersucht werden, nachweisbar.
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Abb. 19: Schematische Darstellung der Durchfiihrung der Sensitivitdts- und Spezifitatstest.

Dabei wurden als erstes (a) alle Isolate auf TY-Agar ausgestrichen und (b) tGber Nacht (12h) bei 37 °C kultiviert.
AnschlieRend wurden (c) von jedem Isolat eine Kolonie gepickt und (d) direkt als Kolonie-PCR entweder fiir die
Spezies-MP-rt-gPCR oder die Carbapenemase-MP-rt-gPCR eingesetzt. Zusatzlich wurden alle Isolate noch mit
Referenz-Methoden getestet. (e) Dazu wurde die fiir die rt-qPCR verwendete Kolonie auf eine neue Platte
Uberimpft und kultiviert. (f) AnschlieBend wurde von dieser Platte DNA isoliert fiir die genotypische Analyse mittels
DNA-Mikroarray (Carb Detect AS-2). (g) Von der neuen Platte wurde fiir die anschlieRende phanotypische Analyse
(Bruker MALDI BioTyper oder dem VITEK-2 System) Zellmaterial entnommen. Alle erhaltenen Daten wurden im
Nachhinein miteinander verglichen und ausgewertet.

Als phanotypische Referenz-Methode wurde fir die Carbapenem-Resistenz-Bestimmung das VITEK-2
System mit AST-248-VITEK-Karten verwendet (Abschnitt 4.6.5). Fir die Speziesbestimmung wurde der
Brucker Biotyper MALDI-TOF-System verwendet (Abschnitt 4.6.5). Lieferte der Biotyper keine

eindeutigen Ergebnisse, wurde die Ergebnisse mit GN Spezies-Karten im VITEK-2 System (iberprift.

Stdmme fiir Sensitivitéits- uns Spezifitdtstests
Fiir die Spezies-rt-gPCR wurden 65 Stamme getestet, die zu einer der vier gesuchten Spezies gehorten
und 55 weitere Stamme, die anderen Spezies angehorten und somit die gesuchten Zielgene nicht trugen

(Tab. 65 im Anhang).

Fiir die Carbapenemase-rt-qPCR wurde ahnlich verfahren. Hier wurden 82 Carbapenemase-tragende
Stamme getestet, wobei jedoch 12 Stamme andere Carbapenemase-Gene besitzen als die vier gesuchten
Zielgene. Zusatzlich wurden noch 50 weitere Stamme getestet, die keine Carbapenemasen trugen (Tab.

66 im Anhang).

Durchfiihrung der Versuche

Fiir die Sensitivitdts- und Spezifitdtstest wurden als erstes alle zu untersuchenden lIsolate auf TY-
Agarplatten ausgestrichen (Abschnitt 4.2.1) und Gber Nacht bei 37 °C inkubiert. Dann wurde ein
Mastermix fur die einzelnen Reaktionsansatze vorbereitet (Tab. 37), auf die ReaktionsgefaRe verteilt und
bis zur Zugabe der Template-DNA kiihl gelagert. Nach dem Vorbereiten der Reaktionsansatze wurde die

Template-DNA hergestellt. Hier wurde eine Kolonie-PCR durchgefiihrt, bei der wie bei der Kochlyse in
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Abschnitt 4.3.1 verfahren wurde. Von jedem Isolat wurden nun 10 pl der Lysate direkt in den
vorbreiteten Reaktionsansatz hinzugegeben und anschlieRend das entsprechende rt-qPCR-Programm

gestartet (Tab. 36).

Reaktionsansditze und PCR-Programme fiir die Sensitivitéits- und Spezifitdtstests

Fiir die Sensitivitats- und Spezifitatstests wurden fir beide rt-qPCRs MP-PCR-Ansatze verwendet, da in
allen zu testenden lIsolaten nach allen Zielgenen der jeweiligen rt-gPCR gesucht wurde. Demzufolge
mussten in jeder Reaktion alle Primer und TagMan-Sonden der jeweiligen rt-qPCR prasent sein.
Prinzipiell wurden die gleichen MP-Reaktionsansatze wie in der LOD-Studie zuvor verwendet, jedoch
wurde die Wassermenge im Ansatz reduziert, da aufgrund der Kolonie-PCR mit 10 ul Lysat ein grofReres
Volumen an Template-DNA hinzugegeben werden musste und die Wassermenge durch das Lysat wieder

ausgeglichen wurde (Tab. 37).

Tab. 37: PCR-Ansatze fiir Kolonie-MP-Reaktionen der (A) Spezies- und (B) Carbapenemase-rt-qPCR

A: PCR-Ansatz fiir MP-Reaktionen der B: PCR-Ansatz fiir MP-Reaktionen der
Spezies-rt-qPCR Carbapenemase-rt-qPCR
Substanz Volumen Endkonz. Substanz Volumen Endkonz.
[l] im Ansatz [i] im Ansatz
PCR-Wasser 2,75 PCR-Wasser 1,55
5x RNA Ultra Sense 5,0 1x 5x RNA Ultra Sense 5,0 1x
Reaktionspuffer Reaktionspuffer
RNA Ultra Sense 1,25 RNA Ultra Sense 1,25
Enzym-Mix Enzym-Mix
Primer FW 1 (100 uM) 0,5 200nM Primer FW 1 (100 uM) 0,5 200nM
Primer FW 2 (100 uM) 0,5 200nM Primer FW 2 (100 uM) 0,5 200nM
Primer FW 3 (100 uM) 0,5 200nM Primer FW 3 (100 uM) 0,5 200nM
Primer FW 4 (100 uM) 0,5 200nM Primer FW 4 (100 uM) 0,5 200nM
Primer RV 1 (100 uM) 0.5 200nM Primer RV 1 (100 uM) 0.5 200nM
Primer RV 2 (100 uM) 0.5 200nM Primer RV 2 (100 uM) 0.5 200nM
Primer RV 3 (100 uM) 0.5 200nM Primer RV 3 (100 uM) 0.5 200nM
Primer RV 4 (100 uM) 0.5 200nM Primer RV 4 (100 uM) 0.5 200nM
Sonde TMP 1 (100 uM) 0,5 200nM Sonde TMP 1 (100 uM) 0,8 320nM
Sonde TMP 2 (100 uM) 0,5 200nM Sonde TMP 2 (100 uM) 0,8 320nM
Sonde TMP 3 (100 uM) 0,5 200nM Sonde TMP 3 (100 uM) 0,8 320nM
Sonde TMP 4 (100 uM) 0,5 200nM Sonde TMP 4 (100 uM) 0,8 320nM
Template-DNA 10,0 Template-DNA 10,0
Gesamtvolumen 25,0 Gesamtvolumen 25,0

Fiir die Ermittlung der Sensitivitat und Spezifitdat wurde die bereits in Tab. 36 genutzten PCR-Programme

verwendet, die bereits in den Vorversuchen bei der LOD-Studie zum Einsatz kamen.

Auswertung der Sensitivitdts- und Spezifitéitstests

Bei beiden rt-gPCRs wurde wie auch zuvor wieder ein Schwellenwert der Signalstarke von 0,03
festgelegt. Wenn die rt-qPCR-Kurven der Isolate, diesen Grenzwert lGberschritten, wurde das Signal als
»positiv’ gewertet. Wenn der Schwellenwert nicht erreicht wurde, wurden die Ergebnisse als ,negativ”

interpretiert. Da hier mit Kolonie-PCR gearbeitet wurde und somit die Kolonie direkt von Platte gepickt
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wurden, war davon auszugehen, dass eindeutige Ergebnisse erhalten werden, da eine Limitierung an

DNA hier nicht der Fall war.

Die Ergebnisse wurden mit anderen genotypischen (Carb Detect AS-2 Mikroarray) und phanotypischen
Methoden (VITEK-2 System, Bruker Daltonics MALDI Biotyper) verglichen, mit denen alle Isolate zuvor

getestet wurden und die Konkordanz ermittelt.
Die Sensitivitat sowie die Spezifitdt wurden mit den unten aufgefiihrten Formeln ermittelt.
Sensitivitat (true positive rate, TPR):

TPR_TP_ TP
P TP+FN

TP — Anzahl der positiv getesteten Isolate

P — Anzahl der verwendeten positiven Isolate

FN — Anzahl der falsch-negativ getesteten Isolate
Spezifitat (true negative rate, TNR):

TNR_TN_ TN
" N TN+FP

TN — Anzahl der negativ getesteten Isolate
N — Anzahl der verwendeten negativen Isolate
FP — Anzahl der falsch-positiv getesteten Isolate

4.6.5 phanotypische Referenz-Methoden

Fiir die Evaluierung der beiden rt-qPCRs wurden neben dem genotypischen Verfahren mit DNA-
Mikroarrays (Carb Detect As-2 Kit) auch phanotypische Verfahren fir die Charakterisierung der Isolate
angewendet. Fiir die Evaluierung der Spezies-rt-qPCR wurde als primare phanotypische Methode zur
Speziesbestimmung die Matrix-unterstiitzte Laser-Desorption/lonisation Massenspektrometrie mit
Flugzeitanalyse (MALDI-TOF) mit dem Bruker Daltonics MALDI Biotyper (Bruker Daltonik GmbH, Bremen,
Deutschland) verwendet. Wenn die Ergebnisse nicht eindeutig waren, wurde nochmals eine Analyse mit
dem VITEK-2-System (bioMerieux, Niirtingen, Germany) (VITEK-Karte: VITEK®-2 GN ID) durchgefiihrt. Flr
die Evaluierung der Carbapenemase-rt-qPCR wurden fiir die Resistenzbestimmung das VITEK-2-System
(VITEK-Karte: VITEK®-2 AST-248) verwendet.

Bruker MALDI-TOF System

Die Klassifizierung und Identifizierung der Spezies basiert auf einem proteomischen Fingerprinting unter

Verwendung von Hochdurchsatz-MALDI-TOF-Massenspektrometrie (Bastin et al. 2019). Fir die
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Vorbereitung der Proben fiir die Spezies-ldentifizierung mittels mit dem Bruker Daltonics MALDI
Biotyper (Bruker Daltonik GmbH, Bremen, Germany) wurden als erstes ein Eppendorf-ReaktionsgefaRe
mit jeweils 300 ul PCR-Wasser befillt. AnschlieBend wurde je eine kleine Kolonie von der Agarplatte
gepickt, welche auch bereits fir die genotypische Analyse verwendet wurde und in den 300 pl PCR-
Wasser des jeweiligen Reaktionsgefalles suspendiert. Dabei musste darauf geachtet werden, dass nicht
zu viel Zellmaterial eingesetzt wurde. AnschlieRend wurde zu jeder Bakteriensuspension jeweils 900 pl
Ethanol (100%) hinzugegeben und gemixt. Bis zur weiteren Analyse wurden die Proben nun bei -20 °C
gelagert.

Die Proben wurden dann zur Analyse ans Friedrich-Loffler-Institut (FLI) Jena gebracht und dort von Peggy
Methner und Dr. Helmut Hotzel im Bruker Daltonics MALDI Biotyper getestet. Jede Probe wurde
zwischen zwei- und viermal analysiert, um ein moglichst eindeutiges Ergebnis zu erhalten. Die
Prozessierung und Auswertung erfolgte lber die Compass 1.4 Software sowie der BioTyper
Datenbank 3.0 (Bruker Daltonik GmbH, Bremen, Germany). Jeder Probe wurde ein Score zugeschrieben,
anhand dessen eingeschatzt werden konnte, wie wahrscheinlich das erhaltene Ergebnis war. Bei einem
Score von mehr als 2,0 konnte von einem sehr sicheren Ergebnis ausgegangen werden. In Fallen, bei
denen das Ergebnis nicht eindeutig war, weil der Score von 2,0 nicht erreicht oder nur die Gattung richtig
erkannt wurde, wurde entweder eine erneute Analyse mit neuen Proben durchgefiihrt oder die Isolate
mit dem VITEK-2 System getestet.

VITEK-2 System

Das VITEK-2 System (bioMerieux, Nirtingen, Germany) ist ein vollautomatisiertes System zur
Identifizierung verschiedener Spezies (Gram-positiver und Gram-negative Bakterien, Pilze etc.) sowie
auch deren Resistenz-Muster. Durch die einfache Handhabung und Automatisierung wird dieses System

vor allem im klinischen Bereich genutzt.

Bei der Spezies-ldentifizierung von Bakterien kommt das Prinzip der bunten Reihe zum Einsatz, bei der
Uber die Verwendung verschiedener Medien Uber einen Zeitraum von 24 Stunden beobachtet wird,
welche Stoffwechselprodukte entstehen durch die Umsetzung verschiedener Substrate, sowie welche

Enzyme der Organismus besitzt und wie hoch deren Aktivitat ist.

Bei der Identifizierung der Resistenzmuster, wird der Organismus einer Vielzahl verschiedener
Antibiotika in verschiedenen Konzentrationen ausgesetzt, welche sich aufgeteilt in den Medien der
einzelnen Kammern befinden. Dabei wird ermittelt, ob der Organismus noch in der Lage ist unter der

Einwirkung des jeweiligen Antibiotikums zu wachsen.

In dieser Arbeit wurde das VITEK-2 System zum einen als phdnotypische Referenz-Methode fiir die
Sensitivitats- und Spezifitatstest der beiden etablierten rt-gPCR Modelle (Abschnitt 4.6.3). Das VITEK-2
System wurde zum einen fiir die Spezies-ldentifizierung verwendet, wenn mit dem Bruker MALDI

BioTyper kein eindeutiges Ergebnis zum Vergleich fiir die Spezies-rt-qPCR erzielt werden konnte. Vor
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allem aber wurde es zur Resistenz-Bestimmung eingesetzt, um die fiir die Carbapenemase-rt-qPCR
verwendeten Isolate auf Sensibilitdt gegenliber den Carbapenemen Imipenem und Meropenem zu

testen (Abschnitt 4.6.3).

Fir die Bestimmung der Spezies wurden zuerst jeweils ein Plastik-Reagenzglas pro Isolat mit 3 ml 0,45%
NaCl-Losung (Abschnitt 3.9.2) gefiillt. Dann wurde eine kleine Kolonie von einer Agarplatte mit einer
kleinen Impfose gepickt und vorsichtig am Rand des Reagenzglases in die NaCl-Losung eingerieben. Mit
einem Spektralphotometer (DensiCHEK™ PLUS, bioMerieux, Niirtingen, Germany) wurde die optische
Dichte bei OD600 nm vermessen. Dabei wurde darauf geachtet, dass nur so viel Zellmaterial verwendet
wurde, bis eine Triibung mit einer optischen Dichte zwischen 0,5 und 0,66 erreicht wurde. Fir die
Spezies-ldentifikation wurde das Reagenzglas mit der Bakteriensuspension in ein Rack gestellt und eine
VITEK-Karte fiir die Identifizierung Gram-negativer Spezies (VITEK-Karte: VITEK®-2 GN ID) mit dem

Schnorchel in die Bakteriensuspension gesteckt.

Bei der phanotypischen Uberpriifung der Resistenzmuster wurde ebenfalls je ein Reagenzglas pro Isolat
mit 3 ml 0,45% NaCl-Losung (Abschnitt 3.9.2) gefullt. Hier wurde Allerdings keine Kolonie eingerieben,
sondern nur 175 pl der bereits fiir die Spezies-ldentifikation hergestellten Bakteriensuspension in die 3
ml NaCl-Lésung pipettiert. Diese Bakteriensuspensionen wurde nun ebenfalls in ein Rack gestellt und je
eine VITEK-Karte fiir Antibiotika-Resistenzen (VITEK-Karte: VITEK®-2 AST-248) mit dem Schnorchel in die
verdiinnte Bakterien-Suspension getaucht. Das Rack mit den Bakteriensuspension und den jeweiligen
VITEK-Karten wurden nun in den VITEK gestellt und der weitere Ablauf wurde nach den Vorgaben des

Herstellers abgearbeitet (Pincus 2007).

4.6.6 Eichgeraden

Fir die folgenden Schritte bei der Puffer- und Fanger-Beads-Optimierungen wurden die Effizienz der
rt-gPCRs anhand von Eichgeraden bestimmt. Fiir die Eichgeraden wurden Verdiinnungsreihen des E. coli-
Stammes EDL933 (Stamm ID: 228665) verwendet, bei denen gad als Zielgen detektiert wurde. Zusétzlich
wurden Eichgeraden von den vier Referenz-Stammen durchgefiihrt fiir die folgenden Versuche mit der
PCR-Kartusche. Hier wurde sowohl gad als Speziesmarker sowie auch das jeweilige Carbapenemase-Gen
detektiert (Tab. 38). Die Vorgehensweise war dabei identisch zu der vorangegangenen Bestimmung der
Nachweisgrenze (Abschnitt 4.6.3), bei den ein SP-Reaktionsansatz und das PCR-Programm der Spezies-

rt-gPCR verwendet wurde (Tab. 9 Abschnitt 3.5.1; Tab. 34 und Tab. 36).

Tab. 38: Referenzstamme fiir die Eichgeraden

Stamm Stamm ID Quelle Spezies Zielgene
EDL933 228665 DSMZ Escherichia coli gad

Nordl 240608 Nordmann Escherichia coli gad, blaOXA-48
Nord8 240615 Nordmann Escherichia coli gad, blaKPC
Nord50 240772 Nordmann Escherichia coli gad, blaNDM
Nord58 240780 Nordmann Escherichia coli gad, blaVIM-4

65



4. Methoden

4.7 Optimierung der Probenvorbereitung (Lyse- und Fangprozess)

Bei den nachfolgenden Versuchen wurde mit dem CS-Kit (Abschnitt 4.3.3) als Basis fiir die Optimierung
der Fanger-Beads, des Puffersystems oder der Funktionalitdt der Lyse-Pellets gearbeitet. Dabei wurden
entweder die zum Kit gehérigen DNA-Fanger-Beads gegen andere Bead-Typen ausgetauscht, um deren
DNA-Ausbeute mit den Magnet-Beads des CS-Kits zu vergleichen. Oder es wurden verschiedene Puffer-
Komponenten des Kits ausgetauscht, um die Funktionalitdt des eigenen Puffer-Systems zu Uberpriifen.
Es wurde in allen Versuchen immer DNA des gleichen E. coli-Stammes (EDL933) eingesetzt. Alle Eluate
wurden anschlieRend mit der Spezies-SP-rt-qPCR mit gad als Zielgen Uberprift. Als Positivkontrolle

diente E. coli-DNA die ohne Prozessierung und Fangprozess direkt in die rt-qPCR eingesetzt wurde.

4.7.1 Optimierung der DNA-Finger-Beads

Vergleich unterschiedliche Bead-Gréfien

Vorversuche haben gezeigt, dass PH-Dyna-Beads zwar gut funktionieren, aber ihr Durchmesser (1 um)
ist zu klein, um sie in der Kartusche verwenden zu kénnen. Diese kdnnten sonst durch das Siebgewebe
der Reaktionskammer schliipfen und somit die Kanale blockieren. Es werden somit fiir die Anwendung
in der Kartusche Beads benétigt, die eine MindestgroRe von 20 um aufweisen. Deshalb wurden Carboxy-
Polystyren-Beads verwendet, die mit PH gekoppelt wurden (Abschnitt 3.9.3). Dabei wurde die Kopplung
bei drei verschiedenen Bead-GroRen durchgefiihrt (25 um, 30 um und 50 pum). Bei allen drei Kopplungen

wurde ein PH/EDC-Verhaltnis von 2,5:1 verwendet.

Nun wurden erste Versuche durchgefiihrt, bei dem das ,,Charge Switch“-Prinzip mit eigenen Reagenzien
getestet wurde. Zur Bestimmung der Wiederfindungsraten an DNA, wurden 95 pl IHP1-Puffer mit 5 pl
DNA (108 GE/ul) versetzt und gemischt. AnschlieRend wurde ein Lyse-Pellet (Guanidine Hochsalz-Pellet)
hinzugegeben, dass auch standardmaRig in der HIV Kartusche verwendet wird (Abschnitt 3.9.1), welches
fiir 5 min bei 60 °C gelost wurde. Zum Schluss wurden 250 pul Zitronensaure (100 mM, pH 3,5) und die
Beads (40 pl) hinzugegeben. Die Proben wurden dann fiir 5 min bei Raumtemperatur inkubiert und
anschlieRend wurde lber eine 10 um Fritte die Fliissigkeit von den Beads getrennt und zweimal mit 200
pl H,O gewaschen. Danach wurde die DNA von den Beads mit dem CS-Elutionspuffer eluiert und die
resultierenden Eluate fiir die rt-qPCR eingesetzt. Bei der rt-qPCR wurde gad als SP-PCR (Abschnitt 4.6.3;
Tab. 9 Abschnitt 3.5.1) mit dem RNA Ultra Sense Kit (Abschnitt 3.4) durchgefiihrt.

Untersuchung von DNA-Verlusten wiihrend des Fang-Prozesses
Da die Untersuchungen zwischen den verschiedenen PH-PS-Beads keinen signifikanten Unterschied
zeigten, wurde flr die Verwendung in der Kartusche eine BeadgréRe von 25 um festgelegt. Fir die

Experimente wurden PH-PS-Beads aus verschiedenen Kopplungsexperimenten verwendet.
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Folgende Bead-Kopplungen wurden verwendet:

Tab. 39: Bead-Kopplungen fiir die Messung von DNA-Verlusten wahrend des Fangprozesses

Variante der Kopplung Bead-Typ EDC Poly-Histidin
Kopplung 1 25 pum Polystyren-Beads 5mg 2mg
Kopplung 2 25 pum Polystyren-Beads 5mg 2mg
Kopplung 3 25 um Polystyren-Beads 5mg 2mg
Kopplung 4 25 um Polystyren-Beads 5mg 4mg
Kopplung 5 30 pum Polystyren-Beads 5mg 2mg

Das Vorgehen zur Bestimmung der Wiederfindungsraten an DNA war adhnlich zu den vorherigen
Versuchen. Es wurden 95 pl IHP-Puffer mit 5 pl E. coli DNA (10° GE/ul, Stamm ID: 95726) versetzt und
gemischt. AnschlieRend wurde ein Lyse-Pellet (Guanidine Hochsalz-Pellet) hinzugegeben, dass auch
standardmalig in der HIV Kartusche verwendet wird. Dieses wurde fiir 5 min bei 60 °C gelost. Zum
Schluss wurden 250 pl Zitronensdure (100mM, pH 3,5) und je 40 ul Beads hinzugegeben. Durch die
Zitronensaure wurde der pH-Wert gesenkt und die Protonierung der Beads getrickert, wodurch die DNA
an die Beads gebunden wurde. Nach einer Inkubationszeit von 5 min und gelegentlichem kurzen
Vortexten, wurde gewartet bis sich die Beads abgesetzt hatten. Nun wurde der Uberstand entnommen
und die Beads dreimal mit 200 pl CS-Waschpuffer gewaschen. Nach jedem Waschschritt wurde gewartet,
bis sich die Beads abgesetzt hatten und der Uberstand wurde fiir die nachfolgende rt-qPCR entnommen.
Dann wurden fir die Eluierung je 100 pl IHP-Puffer hinzugegeben, 5 min bei 50 °C inkubiert und der
Uberstand (1. Eluierungsschritt) fiir die gPCR entnommen. Die Beads wurden nun erneut in 100 pl IHP-
Puffer aufgenommen und erneut fiir 5 min bei 98 °C inkubiert. Der Uberstand (2. Eluierungsschritt)
wurde anschliefend ebenfalls entnommen fiir die rt-qPCR. Zur Kontrolle wie viel DNA noch an den Beads
gebunden ist, wurden die Beads nun ein weiteres Mal in 100 ul suspendiert und direkt in die rt-qPCR
eingesetzt, Die rt-qPCR wurde analog den vorherigen Bead-Experimenten durchgefiihrt. Es wurden gad
SP-qPCRs durchgefihrt (Abschnitt 4.6.3; Tab. 9 Abschnitt 3.5.1). Die Genomadaquivalente der einzelnen
Proben wurden Uber die erhaltenen Cr-Werte und einer Eichgerade ermittelt. Die erhaltenen
Genomadquivalente wurden nun mit den errechneten Genomdquivalenten der mitgefiihrten
Positivkontrolle verglichen. Die Positivkontrolle beinhaltete E. coli-DNA, die ohne Fangen ber die Beads

direkt in die gPCR eingesetzt wurde. Als Negativkontrolle wurde IHP-Puffer ohne DNA verwendet.

4.7.2 Optimierung des Puffersystems fiir den DNA-Fangprozess

Test des Waschpuffers

Fiir die Anwendung in der Kartusche musste ein geeigneter Puffer gefunden werden, der zugleich als
Transport-, Lyse-, Wasch- und PCR-Puffer fungieren konnte. Dieser muss einen pH-Wert im neutralen
Bereich aufweisen fiir die Anwendung als Wasch- und Transferpuffer, aber dennoch leicht seinen pH-
Wert in den basischen und sauren Bereich dndern lassen, um mit dem CS-System funktionieren zu

konnen.
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In dieser Experiment-Reihe wurden neben Bidest und dem CS-Waschpuffer (W12) weitere
Puffervarianten getestet, die verschiedene Konzentrationen an HEPES beinhalteten (2,61 mM; 5,35 mM;
10,4 mM, Abschnitt 3.8.4) und einen pH-Wert von 6,9 aufwiesen. Es sollte nachgewiesen werden, welche
Puffervariante besonders gut fiir die Waschprozesse in der Kartusche geeignet ist und moglichst keine

DNA von den PH-PS-Beads herunter wascht.

Dazu wurde das bereits bewéahrte CS-Kit und Protokoll verwendet (Abschnitt 3.4), wobei lediglich der CS-
Waschpuffer wahrend des Waschprozesses durch den entsprechenden Puffer oder Bidest ersetzt wurde
(Tab. 40). Alle anderen Schritte wurden genauso durchgefiihrt, wie sie im Protokoll des Kits beschrieben

sind (Abschnitt 4.3.3).

Fiir das Fangen der DNA wurden 10° GE an E. coli-DNA (EDL933) eingesetzt. Die Uberstinde, die wihrend
der Binde- und Waschvorgidnge entstanden, wurden gesammelt und mit den resultierenden DNA-
Eluaten in einer SP-rt-gPCR eingesetzt. Wie auch in den vorherigen Experimenten wurde gad als
Speziesmarker-Gen fir E. coli nachgewiesen (Abschnitt 4.6.3; Tab. 9 Abschnitt 3.5.1). Die resultierenden
Cr-Werte wurden Uber eine Eichgerade in die jeweiligen Genomaquivalente umgerechnet und mit dem
theoretisch eingesetzten Wert verglichen, woraus sich die Wiederfindungsraten prozentual ableiten

lieRen.

Tab. 40: Kominationen verschiedener Waschpuffer fiir die Waschpuffer-Optimierung

Ansatz verwendeter Waschpuffer verwendeter
Elutionspuffer
H>O/E5 PCR-Wasser E5-Puffer (CS)
IHH1/E5 IHH1-Puffer (2,05 mM HEPES, ohne TRIS-HCI, pH 6,9) E5-Puffer (CS)
IHH2/E5 IHH2-Puffer (4,10 mM HEPES, ohne TRIS-HCI, pH 6,9) E5-Puffer (CS)
IHH3/E5 IHH3-Puffer (8,20 mM HEPES, ohne TRIS-HCI, pH 6,9) E5-Puffer (CS)
W12/E5 W12-Puffer (CS) E5-Puffer (CS)
Positivkontrolle
Negativkontrolle

Test Elutionspuffer

Nachdem Uberpriift wurde, ob das PCR-Wasser oder einer der getesteten Puffer fiir den Waschprozess
geeignet ist, musste nun auch noch lberprift werden, welche Puffer sich gut als Elutionspuffer eignet.
Daflir wurde wieder das CS-Kit mit dem dazugehdrigen Protokoll (Abschnitt 4.3.3) als Grundlage
verwendet und nur die zu testenden Wasch- bzw. Elutionspuffer ausgetauscht. Um die Elutionspuffer
direkt vergleichen zu kénnen, wurden im ersten Teil (Tab. 41: Ansatz 1-5) immer der gleiche Waschpuffer
verwendet (W12-Waschpuffer des CS-Kits) und nur der Elutionspuffer ausgetauscht. Zum Vergleich
wurde auch ein Ansatz durchgefiihrt, bei dem Wasch- und Elutionspuffer vom CS-Kit verwendet wurden
(Tab. 41: Ansatz 5). Im zweiten Teil (Tab. 41: Ansatz 6-9) wurden die verschiedenen
Waschpuffer/Elutionspuffer-Kombinationen getestet, so wie sie in der Kartusche verwendet werden

wirden. Fir die jeweiligen Versuche wurden 10° GE/Ansatz an E. coli-DNA (EDL933) eingesetzt. Die
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verschiedenen DNA-Eluate wurden wie in den vorherigen Versuchen mit einer gad SP-rt-qPCR getestet
(Abschnitt 4.6.3; Tab. 9 Abschnitt 3.5.1). Fiir die Positivkontrolle wurde DNA direkt in die gPCR
eingesetzt, ohne den vorangegangenen Fangprozess liber das CS-Kit und wurde als Richtwert fir die
DNA-Ausbeute verwendet. Als Negativkontrolle wurde PCR-Wasser anstelle von DNA im qPCR-Ansatz
hinzugegeben. Die erhaltenen Ci-Werte wurden mit Hilfe einer Eichgeraden (Abschnitt 4.6.6) in
Genomadquivalente umgerechnet und gemessen an der Positivkontrolle die prozentualen

Wiederfindungsraten an DNA fiir die einzelnen DNA-Eluate bestimmt.

Tab. 41: Wasch- und Elutionspuffer-Kombinationen fiir die Ansitze der Elutionspuffertests

Ansatz Verwendeter Waschpuffer Verwendeter Elutionspuffer

W12/IHP W12-Waschpuffer (CS) IHP-Puffer (pH 8,5)

W12/IHH1 W12-Waschpuffer (CS) IHH1-Puffer (mit 40mM TRIS-HCI, pH 8.3)
W12/IHH2 W12-Waschpuffer (CS) IHH2-Puffer (mit 40mM TRIS-HCI, pH 8.3)
W12/IHH3 W12-Waschpuffer (CS) IHH3-Puffer (mit 40mM TRIS-HCI, pH 8.3)
W12/E5 W12-Waschpuffer (CS) E5-Puffer (CS)

H,O/IHP PCR-Wasser IHP-Puffer (pH 8,5)

IHH1/IHH1 IHH1-Puffer (ohne TRIS-HCI, pH 6,9) | IHH1-Puffer (mit 40mM TRIS-HCI, pH 8.3)
IHH2/IHH2 IHH2-Puffer (ohne TRIS-HCI, pH 6,9) | IHH2-Puffer (mit 40mM TRIS-HCI, pH 8.3)
IHH3/IHH3 IHH3-Puffer (ohne TRIS-HCI, pH 6,9) | IHH3-Puffer (mit 40mM TRIS-HCI, pH 8.3)
Positivkontrolle

Negativkontrolle

4.7.3 Optimierung der Lyse

Anzahl Lyse-Pellets

In dieser Experiment-Reihe wurden verschiedene Anzahlen an Lyse-Pellets (1 bis 3 Pellets je Reaktion) in
verschiedenen Puffern (IHP, IHH1, IHH2, IHH3; Abschnitt 3.8.4) getestet, um zu liberprifen, wie viele
Lyse-Pellets verwendet werden miissen, um eine moglichst hohe DNA-Ausbeute zu erreichen. Da hier
der Lyse-Vorgang Uberpriift werden sollte, musste mit Zellen anstatt mit DNA gearbeitet werden. Daher
wurden E. coli-Zellen (EDL933) aus im -80 °C gelagerten Glycerin-Kulturen kultiviert, geerntet, die
optische Dichte ermittelt und Zellzahl errechnet (Abschnitt 4.2.1 bis 4.2.3). AnschlieBend wurden
Zellsuspensionen hergestellt unter Verwendung der jeweils zu testenden Puffer. Die Zellsuspension
wurde auf 2x10° CFU/ul eingestellt. Von jeder Zell-Suspension wurden vier Mal je 50 pl in ein
ReaktionsgefdR gegeben und unter Verwendung eines Flocktupfers aufgenommen. Die mit Zellen
beladenen Tupfer wurden nun jeweils in 400 ul des jeweiligen Puffers eingetaucht, fiir 1 min inkubiert,
die Tupfer kurz gedreht und anschlieRend entfernt. Dann wurden jeweils 3 Ansdtze mit gleichem
Zell/Puffer-Suspensionen vereint, um zu gewdhrleisten, dass fur alle drei Reaktionen auch die gleiche
Ausgangszellsuspension verwendet wurde. Je Ansatz wurde 300 pl Zell/Puffer-Suspension in
ReaktionsgefdRe gegeben und die je nach Ansatz entsprechende Anzahl an Lyse-Pellets hinzugegeben.
Im Anschluss wurden 3,3 ul Lysozym (LZ, 50 pug/ml) und eine fir jeden Ansatz definierte Menge
Zitronensaure (Tab. 42) vermengt, um den pH-Wert auf ca. 3,6 zu senken. Zum Schluss wurde jeder

Ansatz mit dem dazugehorigen Puffer auf ein Endvolumen von 500 ul aufgefiillt. Die verschiedenen

69



4. Methoden

Volumina der einzelnen Ansatze, sowie die Endkonzentrationen der Zitronensdure, wurden in Tab. 42

aufgelistet.

Tab. 42: Lyse-Ansatze fiir die Optimierung der Lyse-Pellet-Anzahl

Ansatz Zell/Puffer- | Anzahl Volumen Zugabe | End- Endkonzentration
Suspension Lyse- Zitronensdure | Puffer volumen | Zitronensaure (ZS)
(2x10° Pellets | (ZS) und je Ansatz | und Masse
CFU/Ansatz) Lysozym (LZ) Lysozym (LZ)
3LP/IHP 300 pl 3 ZS: 27,6 ul 19,1 pl 500 pl ZS:110,4 mM
E. coli/IHP (150 pl) | LZ:3,3 ul IHP LZ: 0,33 ng
2LP/IHP 300 pl 2 ZS: 24,6 pl 72,1 ul 500 pl ZS: 98,4 mM
E. coli/IHP (100 pl) | LZ:3,3ul IHP LZ: 0,33 ng
1LP/IHP 300 pl 1 ZS: 16,6 pl 130,1 pl 500 pl ZS: 66,4 mM
E. coli/IHP (50 pl) LZ: 3,3 ul IHP LZ:0,33 ng
3LP/IHH1 | 300 ul 3 ZS: 24,6 pl 113,5 ul 500 pl ZS: 98,4 mM
E. colif/IHH1 (150 ul) | LZ:3,3 ul IHH1 LZ: 0,33 ng
2LP/IHH1 | 300 ul 2 ZS: 21,6 ul 22,1 ul 500 pl ZS: 86,4 mM
E. coli/lHH1 | (100 pl) | LZ:3,3 ul IHH1 LZ: 0,33 ng
1LP/IHH1 | 300 ul 1 ZS: 10 ul 75,1 pl 500 pl ZS: 40,4 mM
E.coli/lHH1 | (50pl) | LZ:3,3ul IHH1 LZ: 0,33 ng
3LP/IHH2 | 300 ul 3 ZS: 24,6 pl 136,7 pl 500 pl ZS: 98,4 mM
E. coli/IHH2 | (150 pl) | LZ:3,3 ul IHH2 LZ: 0,33 ng
2LP/IHH2 | 300 pl 2 ZS: 21,6 ul 126,7 ul 500 ul ZS: 86,4 mM
E. coli/IHH2 | (100 pl) | LZ:3,3 ul IHH2 LZ: 0,33 ng
1LP/IHH2 | 300 pl 1 ZS: 10 ul 22,1 ul 500 ul Z5: 40,4 mM
E.coli/IHH2 | (50pl) | LZ:3,3ul IHH2 LZ: 0,33 ng
3LP/IHH3 | 300 pl 3 ZS: 24,6 ul 75,1 ul 500 ul Z5: 98,4 mM
E. coli/IHH3 | (150 pl) | LZ:3,3 ul IHH3 LZ: 0,33 ng
2LP/IHH3 | 300 ul 2 25:21,6 ul 136,7 pl 500 ul | ZS: 86,4 mM
E. coli/IHH3 | (100 pl) | LZ:3,3 ul IHH3 LZ: 0,33 ng
1LP/IHH3 | 300 pl 1 ZS: 10 ul 126,7 pl 500 ul Z5: 40,4 mM
E.coli/IHH3 | (50pl) | LZ:3,3ul IHH3 LZ: 0,33 ng

Die anschlieBende Lyse wurde fiir jeden

500 pl-Ansatz in drei Schritten (Schritt 1: 2 min, 60 °C,

1000 min’%; Schritt 2: 8 min, 37 °C, 400 min’; Schritt 3: 2 min, 60 °C, 1000 min) durchgefiihrt. Die

entstandenen Lysate wurden im Anschluss daran fiir die Eluierung Uiber die CS-Beads verwendet, wobei

je nach Ansatz unterschiedliche Puffer-Kombinationen fiir die Wasch- und Eluierungsschritte verwendet

wurden (Tab. 43). Bei der Durchfiihrung wurde sich an das CS-Protokoll gehalten (Abschnitt 4.3.3) und

nur der Binde-, Wasch- und Elutionspuffer durch andere Komponenten und Puffer ersetzt.

AnschlieBend erfolgte eine gad SP-rt-gPCR, wobei die Genomdaquivalente anhand der erhaltenen C;-

Werte Uber die Formel der Restriktionsgerade der Eichgerade ermittelt wurden. Es wurde eine

Positivkontrolle mitgefiihrt, bei der 10° GE an E. coli-DNA direkt in die qPCR eingesetzt wurden. Diese

wurde als Vergleichswert fiir die prozentuale DNA-Wiederfindungsrate zu den verschiedenen Ansatzen

verwendet. Als Negativkontrolle wurde PCR-Wasser in der gPCR-Reaktion eingesetzt.
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Tab. 43: DNA-Extraktionsansatze mittels CS-Kit fiir den Test der Lyse-Pellet-Anzahl

Ansatz Lyse-/Binde-Suspension (L/B) Waschen (W) Elution (E)
3LP/IHP IHP-Puffer/3 Lyse-Pellets/ZS/LZ PCR-Wasser IHP-Puffer

(pH 4) (PH 7) (pH 8,5)
2LP/IHP IHP-Puffer/2 Lyse-Pellets/ZS/LZ PCR-Wasser IHP-Puffer

(pH 4) (PH 7) (pH 8,5)
1LP/IHP IHP-Puffer/1 Lyse-Pellets/ZS/LZ PCR-Wasser IHP-Puffer

(pH 4) (PH 7) (pH 8,5)
3LP/IHH1 | IHH1-Puffer/3 Lyse-Pellets/ZS/LZ IHH1-Puffer IHH1-Puffer

(pH 4) (pH 6,9) (mit TRIS, pH 8,3)
2LP/IHH1 | IHH1-Puffer/2 Lyse-Pellets/ZS/L IHH1-Puffer IHH1-Puffer

(pH 4) (pH 6,9) (mit TRIS, pH 8,3)
1LP/IHH1 | IHH1-Puffer/1 Lyse-Pellets/ZS/L IHH1-Puffer IHH1-Puffer

(pH 4) (pH 6,9) (mit TRIS, pH 8,3)
3LP/IHH2 | IHH2-Puffer/3 Lyse-Pellets/ZS/L IHH2-Puffer IHH1-Puffer

(pH 4) (pH 6,9) (mit TRIS, pH 8,3)
2LP/IHH2 | IHH2-Puffer/2 Lyse-Pellets/ZS/L IHH2-Puffer IHH1-Puffer

(pH 4) (pH 6,9) (mit TRIS, pH 8,3)
1LP/IHH2 | IHH2-Puffer/1 Lyse-Pellets/ZS/L IHH2-Puffer IHH1-Puffer

(pH 4) (pH 6,9) (mit TRIS, pH 8,3)
3LP/IHH3 | IHH3-Puffer/3 Lyse-Pellets/ZS/L IHH3-Puffer IHH1-Puffer

(pH 4) (pH 6,9) (mit TRIS, pH 8,3)
2LP/IHH3 | IHH3-Puffer/2 Lyse-Pellets/ZS/L IHH3-Puffer IHH1-Puffer

(pH 4) (pH 6,9) (mit TRIS, pH 8,3)
1LP/IHH3 | IHH3-Puffer/1 Lyse-Pellets/ZS/L IHH3-Puffer IHH1-Puffer

(pH 4) (pH 6,9) (mit TRIS, pH 8,3)

Lysozym-Pellet in der Kartusche

Als nachstes wurde noch die Notwendigkeit eines Lysozym-Pellets in der Kartusche untersucht, da der

Zellaufschluss in Gram-negativen Bakterien theoretisch auch ohne Lysozym funktioniert. Dazu wurden

»,Komplett“-Kartuschen verwendet, die bis auf die Pellets in der Lyse-Kammer alle Reagenzien und

Komponenten (Pellets fiir PCR/CMA-Reaktion, Beads-Pellet etc.) integriert hatten. Der Reaktionsansatz

fiir die Lyse musste somit flissig hergestellt und in die Lysekammer tGberfihrt werden. Als Stamm wurde

Nordl (Stamm-ID: 240608, Target: blaOXA-48) in Form eines lyophilisierten Pellets verwendet

(Abschnitt 4.2.4), welcher blaOXA-48 als Zielgen besaR und zudem gad als E. coli-Speziesmarker-Gen

nachgewiesen werden konnte. Die erhaltenen Cr-Werte fiir Reaktionen mit und ohne Lysozym fir

blaOXA-48 und gad wurden anschlieRend verglichen.

Tab. 44: Ansatz fiir Kartuschenreaktionen mit und ohne Lysozym

Substanzen je Ansatz
BaKu Nord1 (107 CFU/Pellet) 1x
Lyse-Pellet 1x
Lysozym-Pellet 1x / Ox
Zitronensaurepellets 3x
IHH1-Puffer 450 pl
Gesamtvolumen ca. 500 pl
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4.8 Optimierung der PCR/CMA

4.8.2 Reaktions-Ansdtze fiir die PCR-Kartusche

Reaktionsansditze ohne Pellets

Fiir die Optimierung der SP- und MP-PCR wurden zuerst Flissigansatze verwendet, deren Reaktions-
Ansadtze in Tab. 45 und Tab. 46 aufgelistet sind. Begonnen wurde mit 500 nM Primer- und 10 nM
Reporter-Konzentration, welche im Laufe der Optimierung fir die Anwendung in der Kartusche noch
angepasst wurden. Da mit unterschiedlichen Genom-Aquivalenten gearbeitet wurde, wird in den

Tabellen auch keine definierte Konzentration an Template-DNA angegeben.

SP-Reaktionen:

Tab. 45: Reaktionsansatz einer SP-PCR ohne Pellets fiir die PCR-Kartusche

Reaktionsansatz SP-PCR je Ansatz (1x) [l] Endkonzentration

4x PCR-Puffer + dNTPs 27,5 1x
PCR-Wasser 53,0

Taqg-Polymerase 5,5 0.25 U/ul
Vorwarts-Primer (10 uM) 5,5 500 nM
Rickwarts-Primer (10 uM) 5,5 500 nM
Reporter-Mix 11,0 10 nM je Reporter
Template-DNA 2,0

Gesamtvolumen 110

MP-Reaktionen:

Tab. 46: Reaktionsansatz einer MP-PCR ohne Pellets fiir die PCR-Kartusche

Reaktionsansatz MP-PCR je Ansatz (1x) [ul] Endkonzentration

4x PCR-Puffer + dNTPs 27,5 1x
PCR-Wasser 53

Tag-Polymerase 5,5 0.25 u/ul
Primermix 11 500 nM je Primer
Reporter-Mix 11 10 nM je Reporter
Template-DNA 2

Gesamtvolumen 110

Reaktionsansditze mit Pellets

Bei desen Reaktionsansatzen wurde bereits mit den in Abschnitt 3.9.6 beschriebenen Pellets gearbeitet.
Da am Anfang jedoch in den PR-Pellets noch kein Tris-HCI (pH 8,3) enthalten war, musste dieser manuell
noch zugefiihrt werden. Die PR-Pellets beinhalteten bereits die optimierte Primer- und Reporter-

Konzentrationen fir die Komplettkartusche.
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Tab. 47: Reaktionsansatz einer MP-PCR ohne Pellets fiir die PCR-Kartusche

Reaktionsansatz MP-PCR je Ansatz (1x) [pl] Endkonzentration

T-Pellet 1x 0.25 U/ul
optimierte Primer- und

PR-Pellet 1x Reporter-Konz.

Tris-HCl pH 8,3 (1 M) 4,4 40 mM

5x PCR-Puffer 22 1x

PCR-Wasser 81,6

Template-DNA 2

Gesamtvolumen 110

Reaktionsansdtze fiir die Komplett-Kartusche

Fiir Ansatze in der Komplett-Kartusche wurde lediglich IHH1-Puffer mit oder ohne Stuhl verwendet, der
zuvor mit einer definierten Menge an Zellen gespikt wurde. Die Zellen beinhalteten eines oder mehrere
Target-Gene. Da alle Komponenten und Pellets bereits in der Kartusche verbaut waren, mussten fiir
diese Ansatze nur die gespikten Proben wahrend des Einflillvorganges in die Kartusche Uber die Porex
Sqeasy Filter-Tubes gefiltert werden. Ein Zusatz anderer Komponenten war nicht mehr notwendig, da

die weitere Prozessierung automatisch in der Kartusche ablief.

4.8.3 PCR-Programme fiir die Kartusche

PCR - Programme in der Kartusche

Da die entwickelte MP-PCR des Carb Detect AS-1/2 Mikroarrays der offenen Plattform (Abschnitt 4.4)
und die etablierte Carbapenemase-rt-qPCR (Abschnitt 4.6) auf das Kartuschen-System (bertragen
wurde, wurde zu Beginn noch mit dem urspriinglichen PCR-Programm gearbeitet (Tab. 48). Das PCR-
Programm war jedoch zu lang, um den Anforderungen eines Schnelltests gerecht zu werden, bei dem
Zeit eine entscheidende Rolle spielt. Daher wurde die PCR im Laufe der Entwicklung der Prototyp-

Kartusche verkirzt und optimiert. Das optimierte PCR-Programm ist in Tab. 49 aufgezeigt.

Tab. 48: PCR-Programm fiir die Kartusche adaptiert von der qPCR und offenen Plattform

Arbeitsschritt Zeit Temperatur Zyklen
Initiale Denaturierung 240s 95 °C 1
Denaturierung 30s 95 °C

Annealing 30s 50°C 45
Elongation 60s 72 °C

Tab. 49: Verkiirztes und optimiertes PCR-Programm fiir die Prototyp-Kartusche

Arbeitsschritt Zeit Temperatur Zyklen
Initiale Denaturierung 120s 97 °C 1
Denaturierung 5s 95 °C

Annealing 26s 61°C 45
Elongation 10s 72 °C
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Optimierung des PCR-Programmes fiir die Prototyp-Kartusche

Fiir die Optimierung der PCR mussten die Temperaturen und Zeiten der einzelnen PCR-Phasen auf die
entsprechenden Anforderungen angepasst werden. Fiir einen Schnelltest war das urspriingliche PCR-
Programm, welches von der offenen Plattform sowie der qPCR adaptiert wurde, noch zu lang (Tab. 48,
Tab. 50/1) und noch Spielraum zur Verbesserung der Leistung vorhanden. In einem ersten Schritt wurde
die Denaturierungstemperatur allgemein auf 97 °C erhdht und die Zeit der initialen Denaturierung von
240 s auf 120 s und die Zeit der zyklischen Denaturierung von 30 s auf 5 s reduziert (Tab. 50/2-11).
Probeldufe hatten gezeigt, dass eine Verkirzung der Denaturierungszeiten sowie eine Erhéhung auf
97 °C keinen Einfluss auf die Performance der PCR hatten. Da nur kurze AmplikongréBen amplifiziert

werden, wurde die Elongationszeit von 60 s auf 20 s herabgesetzt.

Um die Spezifitat der PCR zu erhéhen, wurden verschiedene Annealingtemperaturen (58 °C, 61 °C, 63 °C
und 65 °C) getestet (Tab. 50/2-5), die héher waren als die urspriinglichen 50 °C. Als Template-DNA
wurden 100 GE der jeweiligen Referenzstamme (Tab. 51) verwendet, um jedes der vier Zielgene (blaKPC,
blaNDM, blaOXA-48 und blaVIM) sowie das Speziesmarker-Gen gad nachzuweisen. Dabei wurden die

Cr- und Lift-Werte verglichen, um die optimale Annealingtemperatur bestimmen zu kénnen.

In einem weiteren Schritt wurde versucht, die Annealing- und Elongationszeit weiter zu kirzen. Hier
wurden verschiedene PCR-Programme miteinander verglichen (Tab. 50/6-12). Da die Detektion tiber die
CMA und somit auch die Bildaufnahme des Mikroarrays wahrend der Annealingphase stattfindet, konnte
die Annealingzeit nur auf maximal 26 s reduziert werden. Getestet wurden je 100 GE Template-DNA je
Referenzstamm (Tab. 51) bei 58 °C Annealingtemperatur und 10 GE Template-DNA bei 58 °C und 61 °C

Annealingtemperatur. Fir die Auswertung wurden die Cr- und Lift-Werte miteinander verglichen.

Tab. 50: PCR-Programme zur Optimierung der PCR

Initiale) Denaturierung | Annealing Elongation Zyklen
Denaturierung | (zyklisch) (zyklisch) (zyklisch)
PCR-Programm Temp. Zeit Temp. | Zeit Temp. | Zeit | Temp. | Zeit

1. A:50°C/30s | E: 72°C/60 s 95 °C 240s | 95°C | 30s 50°C | 30s | 72°C | 60s | 45
Vergleich verschiedener Annealingtemperaturen
2.A:58°C/30s | E:72°C/20 s 97 °C 120s | 97°C | 5s 58°C | 30s | 72°C | 20s | 45
3.A:61°C/30s | E:72°C/20 s 97°C 120s | 97°C | 5s 61°C | 30s | 72°C | 20s | 45
4.A:63°C/30s | E:72°C/20s 97 °C 120s | 97°C | 5s 63°C | 30s | 72°C | 20s | 45
5.A:65°C/30s | E:72°C/20 s 97 °C 120s | 97°C | 5s 65°C | 30s | 72°C | 20s | 45
Tests zur Verkiirzung der Annealing- und Elongationszeit bei 58 °C und 61 °C Annealingtemperatur
6.A:58°C/30s | E:72°C/20 s 97 °C 120s | 97°C | 5s 58°C | 30s | 72°C | 20s | 45
7.A:58°C/30s | E:72°C/10 s 97°C 120s | 97°C | 5s 58°C | 30s | 72°C | 10s | 45
8.A:58°C/26s | E:72°C/20 s 97 °C 120s | 97°C | 5s 58°C | 26s | 72°C | 20s | 45
9.A:58°C/26s | E: 72°C/10s 97°C 120s | 97°C | 5s 58°C | 26s | 72°C | 10s | 45
10. A:61°C/30s | E: 72°C/20s | 97°C 120s | 97°C | 5s 61°C | 30s | 72°C | 20s | 45
11. A:61°C/30s | E: 72°C/10s | 97°C 120s | 97°C | 5s 61°C | 30s | 72°C | 10s | 45
12. A:61°C/26s | E: 72°C/10s | 97°C 120s | 97°C | 5s 61°C | 26s | 72°C | 10s | 45
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4.8.4 Optimierung der Reporterkonzentrationen

Die Reporterkonzentration reguliert die Intensitdt des initialen Fluoreszenzsignales beim Auslesen der
einzelnen Spots auf dem Mikroarray (Abschnitt 4.1.8). Ist die Reporter-Konzentration zu hoch, sind die
Fluoreszenz-Signale der betreffenden Spots zu stark Ubersattigt und kénnen von der ICONOCLUST-
Software fir die finale Auswertung nicht mitbericksichtigt werden. Sind diese zu schwach ist der

resultierende Lift-Wert zu gering, um ausgewertet werden zu kbnnen.

Signalintensitéten nach Anpassung der Reporterkonzentration
) B 5 [e) 80 o

12

\\
ﬂ
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5 10 15 20 25 30 35 40 45 5 10 15 20 25 30 35 40 45
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Graphen: = Cy5-Marker (Referenz-System) = blaVIM-1/2/5 = blaKPC = blaOXA-48

Mikroarray-Bild: O cy5-Marker (Referenz-System) ") Spot-Begrenzungsfliche X invalider Spot

Abb. 20: Anpassung der Reporterkonzentration

Dargestellt sind die Signalintensitdten zweier Beispiel-Ldufe in der PCR-Kartusche zum Nachweis von blaOXA-48
(Stamm: Nord1, Stamm ID: 240608, E. coli) und der internen Prozesskontrolle (Speziesmarker-Gen gad) bei (A)
10 nM Konzentration je Reporter und (B) der angepassten Reporterkonzentration je Target. Ubersittigte Spots
werden von der ICONOCLUST-Software rausgekreuzt und bei der Berechnung nicht mitbericksichtigt. Dadurch
konnen gezackte Kurven entstehen, die nicht auswertbar sind (Beispiel blaVIM im Bild links). Wenn die Spots zu
schwach sind, ist die Ausgangssignalintensitat und somit auch der Kurvenabfall (Lift) zu gering, um durch den
mathematischen Algorithmus als positives Signal gewertet zu werden (Beispiel b/laOXA-48 im Bild links). Durch
Anpassung der Reporterkonzentrationen kdnnen die Signalintensitdaten auf einen stabilen Wert von 0,3 bis 0,4
eingestellt werden (Bild rechts). Auch beim Referenz-System kénnen zu schwache Spots dazu fiihren, dass die
Array-Matrix (griines Gitter) nicht genau (iber den Chip ausgerichtet und damit die Spots nicht eindeutig
zugeordnet werden konnen. Hier spielt jedoch nicht die Reporterkonzentration eine Rolle, sondern die
Konzentration an gespotteten Cy5-Marker-Sonden und in wieweit diese bereits Licht ausgesetzt waren (Ausbleich-
Effekt).

Um die Reporter-Konzentrationen anzupassen, wurden zuerst die von der ICONOCLUST-Software
ausgegebenen Werte bei 10 nM Reporter-Konzentration fiir jedes Target ermittelt von jedem der
eingesetzten Analyzer. Diese Werte wurden gemittelt (Ist-Wert der Signal-Intensitat, IW) und Uber eine
Verhiltnisgleichung zu 0,4 (Soll-Wert der Signal-Intensitat, SW) ins Verhaltnis gesetzt, um den Faktor flr
die Anpassung der Konzentration (AF) zu ermitteln. Fir den optimierten Reporter-Mix wurden
anschlieRend die eingesetzten Ausgangskonzentrationen fir jedes Target mit dem entsprechenden

Anpassungsfaktor multipliziert und die resultierenden Konzentrationen im Reporter-Mix eingesetzt.

N4

Anpassungsfaktor [AF] = W

Der Reportermix, wurde anschlieRend in allen verwendeten Analyzern getestet, um zu lGberprifen, ob

die initialen Signal-Intensitaten, in den erwarteten Bereichen lagen.
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4.8.5 Optimierung der Primerkonzentrationen

Fiir die Etablierung der PCR wurden zuerst je Primer eine Konzentration von 500 nM eingesetzt. Um die
Effizienz der PCR und somit das Detektionslimit zu verbessern, musste die Primer-Konzentration der MP-
PCR noch optimiert werden. Daher wurden in der PCR-Kartusche unterschiedliche Primer-
Konzentrationen (50 nM, 100 nM, 200 nM, 300 nM, 400 nM und 500 nM) in SP-Reaktionen (Singleplex-
Reaktionsansatze ohne Pellets, Abschnitt 4.8.2; Abschnitt 4.8.3 Tab. 45) in der PCR-Kartusche getestet.
Dabei wurden Genom-Aquivalente von 10° bis 10' in Dreifach-Bestimmung getestet und aus den

erhaltenen Cr-Werten jeweils der Mittelwert fiir jede der eingesetzten Kopiezahlen ermittelt.

AnschlieBend wurde anhand der erhaltenen Ergebnisse entschieden, welche Primer-Konzentration im
neuen Primer-Mix verwendet werden soll und dieser dahingehend in den jeweiligen Konzentrationen
angepasst. Der so erhaltene Primer-Mix wurde dann in MP-Reaktionen (Multiplex-Reaktionsansatze
ohne Pellets, Abschnitt 4.9.2) in der PCR-Kartusche getestet und mit den vorherigen verwendeten
Primerkonzentrationen (500 nM je Primer) verglichen. Dabei wurde untersucht, ob die Nachweisgrenze
fir jedes Target sich verbessert oder verschlechtert hat, sowie auch die Ci-Werte fiir die jeweils

eingesetzten Genom-Aquivalente.

4.9 Evaluierung der Prototyp-Kartusche

4.9.1 Evaluierungsstudie mit gespikten Stuhlproben

Fiir die Evaluierung wurden sogenannte ,Komplett“-Kartuschen verwendet, welche die fertig
entwickelte Prototyp-Kartusche reprasentieren. In ihnen sind alle zuvor entwickelten Komponenten fir
die Lyse, dem Fangen der DNA, der PCR sowie der CMA-Reaktion vorhanden. Die Funktionalitdt der
Kartusche sowie das Detektionslimit fur jedes Zielgen (b/aKPC, blaNDM, blaOXA-48 und blaVIM) sollte in

dieser Evaluierungsstudie unter realen Bedingungen lberprift werden.

Dafiir wurden vorbereitete Stuhlsuspensionen (Stuhl [+], Tab. 12 Abschnitt 3.8.5) einer eingestellten
optischen Dichte (ODgsoonm = 0,5) mit einer definierten Menge an Ziel-Gen-enthaltenden Bakterienzellen
(10* bis 102 CFU pro Kartuschenlauf) gespikt (Abb. 21). Als Ausgangsmaterial fiir die Bakterienzellen der
einzelnen Referenz-Stamme wurden lyophilisierte Bakterienzellen verwendet, da diese einfach zu
handhaben waren und deren Zellzahl voreingestellt war (Abschnitt 4.2.4). Diese wurden zuvor in
Transport-Puffer (IHH1-Puffer) Uber eine Verdiinnungsreihe auf die richtige Zellanzahl eingestellt
(Abschnitt 4.2.2). Es wurden Proben zum Nachweis einzelner (single target, ST) sowie auch mehrerer
Zielgene (multi target, MT) in Kombination vorbereitet. Bei Ansdtzen mit mehreren Zielgenen wurden
die vier Stamme, die jeweils ein anderes Zielgen enthielten, in einer Reaktion kombiniert. Als
Negativkontrolle wurde eine Reaktion ohne Zugabe von Zellen mitlaufen gelassen, da davon

ausgegangen wurde, dass in der Stuhlprobe ohnehin jede Mengen E .coli-Zellen vorhanden waren.
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Um zu lberprifen ob nach dem Filterprozess verbliebene Stuhlkomponenten einen negativen Einfluss
auf die PCR/CMA-Reaktion haben, wurden zum Vergleich auch gespikte Pufferlésungen mit IHH1-Puffer
(Tab. 12, Abschnitt 3.9.4) hergestellt, die keinen Stuhl enthielten (Stuhl [-]). 350 pl der gespikten Stuhl-
und Pufferlésungen wurden dann jeweils mit Hilfe eines 15 um POREX® SQ-EASY™ PreFilter (Porex
Technologies GmbH, Aachen, Deutschland) in die Kartusche lberfiihrt, wobei die Losungen auch gleich
gefiltert wurden. Die Prozessierung erfolgte automatisch im m-PIMA Analyzer durch das fir die

»Komplett“-Kartusche optimierte Wetskript, welches alle Prozesse innerhalb der Kartusche steuert (Abb.

21).
1. Herstellung der 2. Zugabe der Zell- 3. Filtartion der 4, Befiillen der 5. Ubergabe an Alere q
Zellsuspensionen suspensionen zum Gesamtsuspensioner Kartuschen (m-PIMA)
mit IHH1-Puffer Stuhl (je 600 pl) (15 pm Filtersystem) (je 350 wl Filtrat)
T
B
5 =
® CNONON
g = ' .
g
e = 100 10° 102 Y AYAY
=\ 104 10° 102 0t 10° 10 -/-/-/
- . CFU/Lauf =
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Abb. 21: Ablauf-Schema der Evaluierungsversuche.
(Bildquelle: eigene Darstellung)

Fur alle experimentellen Bedingungen wurden mindestens 3 Versuche parallel getestet. Da alle
Referenz-Stamme zur Spezies Escherichia coli gehoren und dieses ein sehr haufig vorkommendes
Darmbakterium darstellt, wurde das Speziesmarkergen gad als positive Prozesskontrolle
(engl. in-process control - IPC) ausgewahlt. Dieses sollte daher in allen Experimenten (einschlieBlich der
Negativkontrolle) detektiert werden. Fiir die Evaluierung wurden die Ct- und Lift-Werte anschliefend

verglichen und ausgewertet.

Fiir die Durchfihrung der Evaluierungsstudie wurden die in Tab. 51 aufgelisteten Referenz-Stamme

verwendet.

Tab. 51: Referenzstamme fiir die Evaluierungsstudie

Stamm Stamm ID Quelle Spezies Zielgene
Nord1l 240608 Nordmann Escherichia coli blaOXA-48
Nord8 240615 Nordmann Escherichia coli blaKPC
Nord50 240772 Nordmann Escherichia coli blaNDM
Nord58 240780 Nordmann Escherichia coli blaVIM-4
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5. Ergebnisse

5.1 Etablierung von rt-qPCRs als Modellsystem

5.1.1 Spezies-rt-qPCR

Detektionslimit mit DNA-Proben

Tab. 52: Linearitat und PCR-Effizienz der Spezies-rt-qPCRs

Stamm Spezies Zielgene Reaktion Linearitat PCR-
ID (BestimmtheitsmaR) Effizienz

; SP/ST R2=0,9999 90,4%

215765 pﬁﬁffﬂe khe MP//ST R =0,9972 83.1%
. 2 = 0,
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Die Ermittlung des unteren Detektionslimits der SP- und MP-PCR-Ansatze (singleplex/single-target —

SP/ST; multiplex/single-target - MP/ST) fiir die Spezies-rt-qPCR ergab, dass alle vier Speziesmarker-Gene

(khe, basC, gad und ecfX) bis zu einer eingesetzten Template-Menge von 10 GE nachgewiesen werden

konnten (Abb. 22 und Abb. 23).

a) Detektionslimit SingleplexPCR khe
(Stamm ID: 215765; Klebsiella pneumoniae)

b) Detektionslimit SingleplexPCR basC
(Stamm ID: 240770; Acinetobacter baumannii)
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c) Detektionslimit SingleplexPCR gad
(Stamm ID: 95726; Escherichia coli)
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Abb. 22: LOD-Studie der Spezies-rt-gPCR mit Stammen mit jeweils einem Zielgen.
Links sind die Kurven-Verldufe der rt-qPCRs aufgezeigt mit jeweils 3 Parralellen je eingesetzter Anzahl an Genom-
Aquivalenten. Rechts sind die Grafen der Restriktionsgeraden mit den jeweiligen Formeln fiir jedes Zielgen

dargestellt.
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Die Eichgeraden zeigen sehr hohe Linearitaten in einem Bereich von tber 0,99 und PCR-Effizienzen im
bei SP/ST-Ansatzen von 86,8 % bis 101,7 %. Bei MP/ST-Ansatzen wurden PCR-Effizienzen von 83,1 % bis
95,1 % erreicht (Tab. 52). PCR-Effizienzen lber 100 % ergeben sich durch die Streuung in Genom-
Aquivalenten in den kleinen Verdiinnungen, welche die Steigung der Regressionsgerade beeinflussen,

die als Berechnungsgrundlage der PCR-Effizienz verwendet wird.

a) Detektionslimit MultiplexPCR khe b) Detektionslimit MultiplexPCR basC
(Stamm ID: 215765; Klebsiella pneumoniae) (Stamm ID: 240770; Acinetobacter baumannii)
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Abb. 23: LOD-Studie der Spezies-rt-gPCR mit Stimmen mit jeweils einem Zielgen.

Links sind die Kurven-Verldaufe der rt-qPCRs aufgezeigt mit jeweils 3 Parallelen je eingesetzter Anzahl an Genom-
Aquivalenten. Rechts sind die Grafen der Restriktionsgeraden mit den jeweiligen Formeln fiir jedes Zielgen
dargestellt.

Sensitivitdt und Spezifitdt

Fiir die Ermittlung der Sensitivitat (TPR) der Spezies-rt-qPCR wurden 65 Stamme ausgewahlt (E. coli
n=16; P. aeruginosa n = 15; K. pneumoniae n = 18 und A. baumannii n = 16), deren Spezies zuvor
genotypisch (Carb Detect AS-2 Kit) sowie auch phénotypisch (VITEK und/oder Bruker MALDI Biotyper)

positiv charakterisiert wurden (Tab. 67 im Anhang).

Die Ergebnisse zeigen, dass alle mit dem Mikroarray nachgewiesenen vier Zielgene (khe, basC, gad, ecfX)
auch mit der Spezies-rt-qPCR als MP-Reaktion nachgewiesen werden konnten. Zudem konnte eine
hundertprozentige Ubereinstimmung der nachgewiesenen Speziesmarker-Gene der Spezies-qPCR
gegenliber den phanotypischen Daten nachgewiesen werden. Die Resultate zeigen eine sehr hohe
Sensitivitat (TPR = 100 %) und decken sich somit mit den genotypischen und phanotypischen Analysen
(Tab. 67 im Anhang).

Fur die Spezifitdt wurden insgesamt 55 Stamme verwendet (K. oxytoca n = 13; Citrobacter ssp. n = 11;
Enterobacter ssp. n = 10; Chryseobacterium ssp. n = 4; Serratia ssp. n = 4; Stenotrophomas ssp. n = 4;

Elizabethkingia meningoseptica n = 2; Acinetobacter baylyi n = 1; Acinetobacter junii n = 1 und
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Acinetobacter Iwoffii n = 1; Aeromonas spp. [n = 1]; Proteus spp. [n = 1]; P. oleovorans [n = 1] and
Pseudomonas stutzeri n = 1), die ebenfalls genotypisch und phanotypisch charakterisiert wurden und
keiner der vier gesuchten Spezies angehdrten. Darunter waren auch Spezies, die der gleichen Gattung
angehorten (Tab. 67 im Anhang). Die Ergebnisse zeigen eine sehr hohe Spezifitdt (TNR = 100 %), da alle
genotypisch-negativ getesteten Stamme auch bei der rt-gPCR kein positives Signal fiir eines der vier

Speziesmarker-Gene zeigten, selbst wenn sie der gleichen Gattung angehéren.

Die Ergebnisse zeigen somit eine hohe Sensitivitdit und Spezifitat der Spezies-rt-qPCR, bei der eine
Konkordanz von 100 % gegeniiber den genotypischen und phanotypischen Referenz-Methoden erreicht

wurde (Tab. 67 im Anhang).

5.1.2 Carbapenemase-rt-qPCR

Detektionslimit mit DNA-Proben

Die Ermittlung des unteren Detektionslimits der MP-PCR-Ansétze fir die Carbapenemase-rt-qPCR ergab,
dass alle vier Carbapenemase-Gene (blaKPC, blaNDM, blaOXA-48 und blaVIM) in Reaktionen mit einem
(multiplex/single-target — MP/ST) oder mehreren (multiplex/multi-target - MP/MT) Carbapenemase-
Genen bis zu einer eingesetzten Template-Menge von 10 GE nachgewiesen werden konnten (Abb. 24
und Abb. 25). Die Eichgeraden zeigen sehr hohe Linearitdten in einem Bereich von tiber 0,99 und PCR-
Effizienzen im bei MP/ST-Ansatzen von 79,3 % bis 96,0 %. Bei MP/MT-Ansatzen wurden PCR-Effizienzen
von 84,0 % bis 102,4 % erreicht (Tab. 53).

Tab. 53: Linearitdt und PCR-Effizienz der Carbapenemase-rt-qPCRs

Stamm ID | Spezies Reaktion | Zielgene Linearitat PCR-Effizienz
(BestimmtheitsmaR)
Klebsiell
215765 ebsiella MP/ST | blakPC-2 R? = 0,9996 96,0%
pneumoniae
208263 f;fiher ichia | \ip/sT | blaNDM R? = 0,9981 79,3%
Escherichia 2
240608 coli MP/ST blaOXA-48 R4 =0,9999 94,3%
240778 | CTtrobacter — yuoisr | biavim-a R2 = 0,9987 85,0%
freundii
Klebsiella blaKPC-3 R?=0,9975 89,0%
240749 . MP/MT
pneumoniae / blaOXA-48 R? =0,9996 92,0%
Citrobacter blaVIM R? =0,9986 84,0%
240619 .. MP/MT
freundii / blaOXA-48 R?=0,9967 84,8%
Klebsiella blaNDM R? = 0,9994 93,5%
240799 . MP/MT blaOXA-232
neumoniae 2= 9
P (blaOXA-48-like) R"=0,9971 102,4%
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a) Detektionslimit MultiplexPCR blaKPC-2 b) Detektionslimit MultiplexPCR blaNDM
(Stamm ID: 215765; Klebsiella pneumoniae) (Stamm ID: 208263; Escherichia coli)
1,0 1,0 R
os blaKPC-2 401 05 blaNDM O
_ 08 351 _ 08 1 .
2 o7 304 ’ 2 o7 %01
;,%' 0,6 LES -%’ 0,6 LRSS .-
2 o5 220 2 05 2 201 ]
§ 04 g!_15 § 0,4 g 1
g os © o @ blakpc-2 £ o3 Y o) # blaNDM
2% 5|y =-3,4221x + 36,493 2 / 5| v =-8,943x + 40,204
0,1 2 = 0,1 2 =
e (R . |R?=0,99% o P Lot |RPz0981
-0,1 5 10 15 20 25 30 35 40 o 1 2 3 4 5 =0,1 5 10 15 20 25 30 35 40 ] 1 2 3 4 5
Zyklus logio Genom-Aquivalente [GE] Zyklus logiy Genom-Aquivalente [GE]
c) Detektionslimit MultiplexPCR blaOXA-48 d) Detektionslimit MultiplexPCR blaVIM-4
(Stamm ID: 240608; Escherichia coli) (Stamm ID: 215765; Citrobacter freundii)
1,0 . 1,0 4
0o blaOXA-48 i . oo blaViM-4 a0
_ 08 351 _ 08 351 .
g o7 304 £ o7 301 .
%" 06 £ 254 & 06 £ 251
2 o5 Y 301 [ 0,5 LI "
8 o g!_is- § 0,4 ghis
§ os O o) ® bloOXA48 £ o3 O o) o blavine-4
2% 5| ¥ =-3,4662x +39,832 2 5|V =-8,743x + 38,829
o1 RZ=0,9999 01 RZ = 0,9987
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® 10°GE = 10° GE 10°GE = 10°GE ® 10' GE  ® Negativkontrolle = = C;-Linie

Abb. 24: LOD-Studie der Carbapenemase-rt-qPCR mit Stammen mit jeweils einem Zielgen.

Links sind die Kurven-Verldufe der rt-qPCRs aufgezeigt mit jeweils 3 Parallelen je eingesetzter Anzahl an Genom-
Aquivalenten. Rechts sind die Grafen der Restriktionsgeraden mit den jeweiligen Formeln fiir jedes Zielgen
dargestellt.

Sensitivitdt und Spezifitdt

Die Sensitivitdt der Carbapenemase-rt-qPCR wurde ermittelt Giber 70 Carbapenem-resistente Stamme,
welche zuvor genotypisch mit dem Carb Detect AS-2 Kit und phanotypisch mit dem VITEK charakterisiert
wurden. Dabei wurden Stamme verwendet, die ein oder mehrere Carbapenemase-Gene (blaKPCn =17;
blaNDM n = 16; blaVIM n = 16; blaOXA-48-like n = 17; blaKPC + blaOXA-48-like, n=2; blaNDM + blaOXA-
48-like, n = 1 and blaVIM + blaOXA-48-like n = 1) aufwiesen, einschlieflich ihrer allelischen Varianten
(Tab. 68 im Anhang). Die Ergebnisse belegen, dass alle genotypisch fiir die vier Zielgene positiv-
getesteten Stamme auch mit dem Carbapenemase-rt-qPCR nachgewiesen werden konnten, selbst wenn
mehr als eines der vier gesuchten Zielgene vorhanden war. Die Resultate decken sich mit den
genotypischen und phanotypischen Analysen (Tab. 68 im Anhang) und zeigen somit eine hohe

Sensitivitat (TPR = 100%).

Fiir die Ermittlung der Spezifitdt wurden insgesamt 62 Stimme verwendet, die ebenfalls genotypisch
und phanotypisch charakterisiert wurden. Dabei trugen 12 Stamme andere Carbapenemase-Gene als
die vier gesuchten Ziel-Gene (blaGIM n =2; blaOXA-23 n =2; blaOXA-40-like n = 2; blaIMP n=2; blaOXA-
55 n= 2; blaOXA-51-like n =2) und die restlichen 50 Stimme beinhalteten keine Carbapenemasen (Tab.
66). Die Ergebnisse zeigen eine sehr hohe Spezifitait (TNR = 100 %), da alle genotypisch-negativ
getesteten Stamme auch bei der rt-qPCR kein positives Signal fiir eines der vier Carbapenemase-Gene
zeigten, auch nicht bei Stammen, die andere Carbapenemase-Gene beinhalteten. Hier zeigten lediglich

die VITEK-Ergebnisse, dass es sich um Carbapenem-resistente Stdmme handelte.
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a) Detektionslimit MultiplexPCR mit blaKPC-3/blaOXA-48 als Zielgene (Stamm ID: 240749; Klebsiella pneumoniae)
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b) Detektionslimit MultiplexPCR mit blaVIM/blaOXA-48 als Zielgene (Stamm ID: 240619; Citrobacter freundii)
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c) Detektionslimit MultiplexPCR mit blaNDM/blaOXA-232 als Zielgene (Stamm ID: 240799; Klebsiella pneumoniae)

1,0 blaNDM 1,0, blaOXA-232 (blaOXA-48-like) 20
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Abb. 25: LOD-Studie der Carbapenemase-rt-qPCR mit Stimmen mit jeweils zwei Zielgenen.

Links sind die Kurven-Verlaufe der rtPCRs aufgezeigt mit jeweils 3 Parallelen je eingesetzter Anzahl an Genom-
Aquivalenten. Rechts sind die Grafen der Restriktionsgeraden mit den jeweiligen Formeln fiir jedes Zielgen
dargestellt.

Die Ergebnisse belegen somit eine hohe Sensitivitdt und Spezifitdt der Carbapenemase-rt-qPCR, bei der
eine Konkordanz von 100 % gegeniber den genotypischen und phdnotypischen Referenz-Methoden
erreicht wurde (Tab. 68 im Anhang). Der Vergleich der beiden Referenz-Methoden (VITEK/Mikroarray)
untereinander zeigt hingegen nur eine Konkordanz von 95%. Hier wurde bei der phanotypischen
Charakterisierung mit dem VITEK-2-System festgestellt, dass zum einen zwei Stamme sensitiv gegenliber
Carbapenemen waren, obwohl mit den genotypischen Methoden (DNA-Mikroarray und rt-pPCR) je ein
Carbapenemase-Gen (blaOXA-55 und blaOXA-48) nachgewiesen werden konnte. Zum anderen wurde
bei vier Stammen eine Carbapenem-Resistenz nachgewiesen, obwohl kein Carbapenemase-Gen mit den

beiden genotypischen Methoden nachgewiesen werden konnte (Tab. 68 im Anhang).

5.1.3. rt-gPCRs als Kolonie-PCR
Die Experimente zur Sensitivitdts- und Spezifitats-Bestimmung beider rt-qPCRs zeigte eine hohe

Robustheit beider rt-qPCRs, da Kolonien der einzelnen lIsolate direkt von Platte gepickt und in die
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jeweilige rt-qPCR eingesetzt werden konnten. Es zeigte sich, dass weder das Anzuchtsmedium (TY-Agar),
noch der Einsatz kompletter Bakterienzellen in den PCR-Ansatz einen inhibierenden Effekt auf die
Performance der jeweiligen rt-gPCR hatte. Eine Inhibierung durch Nutzung anderer Medien (z. B.
Blutagar, MUG-Agar etc.) kann jedoch nicht ausgeschlossen werden. Dies miisste noch untersucht
werden. Zumindest unter den hier dargestellten Bedingungen haben beide rt-qgPCRs sehr gut

funktioniert.

5.1.4 Eichkuren fiir rt-qPCR

Fiir die Optimierung der verschiedenen Komponenten der Probenvorbereitung (Lyse, Puffersystem und
Fanger-Beads) wurden je nach eingesetztem Template verschiedene Eichgeraden verwendet (Abb. 26).
Eichgeraden mit DNA wurden verwendet, wenn bei Experimenten DNA als Template benutzt wurde. Bei
Eichgeraden basierend auf Kulturen wurden eingesetzt wenn mit lyophilisierten Bakterien-Pellets

gearbeitet wurde. Die verwendeten Referenz-Stamme wurden in Tab. 38 aufgelistet.

€. -Werte EDL933 (gad) Al werte EDL933 (gad) Bll ¢ werte Nord8 (blakPC - gad) c
40,00 40,00 40,00 -
35,00 35,00 35,00 -
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Abb. 26: Verwendete Eichgeraden

(A) Eichgerade der SP-rt-qPCR mit gad als Zielgen ausgehend von verschiedenen Genomkopien (107 bis 102 GE) an
Template-DNA. (B) Eichgerade der SP-rt-qPCR mit gad als Zielgen ausgehend von verschiedenen eingesetzten CFU
(107 bis 10 CFU/25 pl) an Bakterienkulturen. (C) Eichgerade der MP-rt-gPCR mit gad und blaKPC als Zielgen
ausgehend von verschiedenen eingesetzten CFU (107 bis 10 CFU/25 pl) an Bakterienkulturen. (D) Eichgerade der
MP-rt-gPCR mit gad und blaNDM als Zielgen ausgehend von verschiedenen eingesetzten CFU (107 bis 10 CFU/25
pl) an Bakterienkulturen. (E) Eichgerade der MP-rt-gPCR mit gad und blaOXA-48 als Zielgen ausgehend von
verschiedenen eingesetzten CFU (107 bis 10 CFU/25 pl) an Bakterienkulturen. (F) Eichgerade der MP-rt-gPCR mit
gad und blaVIM als Zielgen ausgehend von verschiedenen eingesetzten CFU (107 bis 10 CFU/25 pl) an
Bakterienkulturen.
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5.2. Probenvorbereitung

5.2.1 Fanger-Beads

Erkenntnisse aus Vorversuchen

Im Vorfeld dieser Arbeit wurden bereits Experimente mit verschiedenen Bead-Typen mit
unterschiedlichen Liganden durchgefiihrt. Diese hatten gezeigt, dass Dyna-Beads des CS-Kits (1 um) mit
einer DNA-Wiederfindungsrate von lber 100% mit Abstand am besten funktionierten. Aber auch die
Carboxyl-Dyna-Beads (1 um), die mit PH gekoppelt waren, zeigten mit knapp 50 % Wiederfindungsrate
ebenfalls ein gutes Ergebnis. Alle Versuche mit Sepharose-Beads (60 bis 145 um), die mit verschiedenen
Liganden (PH - Poly-Histidin, NH2 — Amino-Gruppe, DEAE - Diethylaminoethyl-Gruppe) gekoppelt waren,

zeigten hingegen sehr schlechte Ergebnisse mit Wiederfindungsraten von 0% bis 2,62%.

Vergleich unterschiedliche Bead-Gréfien
Die Dyna-Beads (1 um) waren fir die Verwendung in der Kartusche jedoch zu klein, da die Gefahr
bestand, dass sie aufgrund ihrer GroRRe in die Kandle gelangen und diese verstopfen kénnten. Daher

wurden PH-PS-Beads in den GréRen 25 um, 30 um und 50 um getestet.

100.0%

100.0%
90.0%
80.0%
70.0% - 61.6%
60.0% |

0
50.0% | 47.3% 47.6%
40.0% -|
30.0% -
20.0% -
10.0% -

0.0%

0.0% T

25 pm PH-PS- 30 um PH-PS- 50 pm PH-PS-  Positivkontrolle Negativkontrolle
Beads Beads Beads

DNA Wiederfindungsrate [%)]

= DNA nachgewiesen im Eluat ® DNA nachgewiesen in Positivkontrolle
m DNA nachgewiesen in Negativkontrolle

Abb. 27: DNA-Wiederfindungsraten verschiedener GroRBen an Poly-Histidin-Polystyren-Beads.
Die Werte wurden normalisiert zur Positivkontrolle, bei der eine definierte Kopiezahl an E. coli-DNA (ohne
vorherigen Fangprozess) direkt in die PCR-Reaktion eingesetzt wurde.

Die Wiederfindungsraten an E. coli-DNA (Stamm: EDL933) mit einer Kopiezahl von 10° GE sind bei allen
drei Bead-GroRen relativ dhnlich (25 um PH-PS-Beads: 47,3 %; 30 um PH-PS-Beads: 61,6 %; 50 um PH-
PS-Beads: 47,6 %) gemessen an der Positivkontrolle (100%). Sie sind vergleichbar mit den
Wiederfindungsraten der PH-gekoppelten Dyna-Beads (50,3 %) aus den Vorversuchen. Eine Darstellung
der Wiederfindungsraten findet sich in Abb. 27. Fir das weitere Vorgehen mit PH-PS-Beads sowie der

Verwendung in der Kartusche wurde sich auf eine Bead-GrofRRe von 25 um festgelegt.
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DNA-Verluste wihrend des Fang-Prozesses

In dieser Versuchsreihe sollte untersucht werden, an welchen Stellen DNA verloren geht. Wird sie bereits
bei den Waschschritten herunter gewaschen oder bleibt sie komplett an den Fangerbeads hangen.
Zudem sollte festgestellt werden, ob die Elution von den Beads bei hoherer Temperatur (98 °C) effektiver

ist als bei 50 °C. Fir die Experimente wurden PH-PS-Beads aus verschiedenen Kopplungsexperimenten

verwendet.
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Abb. 28: DNA-Wiederfindungsraten verschiedener PH-PS-Beads-Kopplungsexperimente

Dargestellt sind die Wiederfindungsraten von E. coli-DNA in Waschlberstanden (rot), Eluat aus dem
Eluierungsschritt bei 50 °C (grin), Eluat aus dem Eluierungsschritt bei 98 °C (hellblau) und Eluat mit Beads
(dunkelblau). Alle Werte sind normalisiert an den Wert der Positivkontrolle (lila). Die Negativkontrolle ist dunkelrot
dargestellt.

Die Experimente zeigen, dass nur 2,2% bis 5 % an DNA durch die Waschprozesse herunter gewaschen
werden. Ein Teil der DNA wird wahrscheinlich nicht an den Beads gebunden und verbleibt im Puffer, der
fiir die Lyse und den Bindungsprozess verwendet wird. Dieser kann aufgrund seines pH-Wertes und der
hohen Salzkonzentration jedoch nicht in der qPCR getestet werden. Weiterhin konnte gezeigt werden,
dass der Eluierungsprozess schlecht funktioniert, da beim ersten Eluierungsschritt bei 50 °C noch ein
grofRer Teil an den Beads gebunden bleibt (je nach Kopplung ca. 59 — 84 %) (Abb. 28). Durch die Erh6hung
der Temperatur auf 98 °C kann ein grofRer Teil der DNA noch von den Beads geldst werden, aber ein
kleiner Teil verbleibt an den Beads gebunden. Von allen Kopplungen hat Kopplung 1 am besten
funktioniert, bei der insgesamt 67 % an DNA wiedergefunden werden konnten (Abb. 28). Bei dieser

Kopplung zeigte sich auch, dass die 98 °C beim zweiten Eluierungsschritt einen GroRteil der DNA von den
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Beads I6sen konnten. Bei Kopplung 1 und 3 wurden zwar die gleichen Mengen an EDC und PH verwendet,
jedoch zeigt Kopplung 3 eine geringere Wiederfindungsrate als Kopplung 1. Kopplung 2, bei der eine
groRere Menge an PH bei der Kopplungsreaktion eingesetzt wurden, weillt die schlechteste

Wiederfindungsrate auf. Die Negativkontrolle war negativ (Abb. 28).

Auch wenn die Eluierung der DNA nicht so funktioniert, wie es urspriinglich gedacht war, spielt es fiir die
Anwendung in der Kartusche nur eine untergeordnete Rolle. Es wurde festgestellt, dass eine relativ hohe
Temperatur notwendig ist, um den groBten Teil der DNA von den PH-PS-Beads zu 16sen. Ebenso konnte
nachgewiesen werden, dass ein Rest an DNA an den Beads verbleibt. Da die Beads aber im Reaktorraum
lokalisiert sind, spielt das keine Rolle, da gezeigt wurde, dass die PCR auch funktioniert, wenn die DNA
noch an den Beads gebunden ist. Ebenso enthalt die PCR neben den initialen Denaturierungsschritt zur
Aktivierung der Tag-Polymerase, auch einen Denaturierungsschritt in jedem PCR-Zyklus mit einer

Temperatur von 97 °C, welcher ausreichend ist, um einen GroRteil der DNA von den Beads zu l6sen.

Auszdhlung der Poly-Histidin-Polystyren-Beads

Um zu bestimmen, wie viele PH-PS-Beads im Beads-Pellet vorhanden sind, wurden Tropfen einer 1:200-
Verdiinnung verschiedener Kopplungsexperimente unter dem Mikroskop ausgezadhlt (Abb. 29). Die
Zahlung aller 8 Tropfen je Kopplung ergab einen Mittelwert von ca. 200 Beads pro Tropfen (Kopplung 1:
207 Beads; Kopplung 2: 214 Beads; Kopplung 3: 207 Beads). Die erhaltenen Mittelwerte wurden
hochgerechnet auf die Ausgangssuspension durch Multiplikation mit dem Verdiinnungsfaktor 200. Dabei
ergab die Zahlung der PH-PS-Beads, dass durchschnittlich ungefahr 16800 Beads in einem Mikroliter
vorhanden sind. Daraus ergeben sich fir das 2,5 ul PH-PS-Beads-Pellet, was in der Kartusche verbaut

wird, eine Zahl von ungefdhr 42000 PH-PS-Beads (Tab. 54).

Abb. 29: Auszdhlung der Beads mit der Thoma-Kammer (Neubauer).
(Bildquelle: Ines Engelmann)

Tab. 54: Auszdhlen der PH-PS-Beads verschiedener Kopplungsreaktionen

Je 1 pl Original-Suspension Je 2,5 pl Original-Suspension
Ansatz Mittelwert Standardabweichung Mittelwert Standardabweichung
Kopplung 1 16560 2025 41400 5062
Kopplung 2 17150 1846 42875 4615
Kopplung 3 16550 2078 41375 5195
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5.2.2 Puffersystem

Aufgrund der Etablierung des DNA-Fangprozesses auf dem Prinzip des pH-abhangigen Ladungswechsels
konnte der urspriingliche IHP-Puffer, der standardmaBig in der HIV-Kartusche eingesetzt wird, nicht
verwendet werden, da dieser eine zu grolRe Pufferwirkung durch TRIS aufwies. Ziel war es einen
geeigneten Puffer fir die jeweiligen Teilprozesse der Kartusche zu finden, welcher nur eine schwache
Pufferwirkung besitzt und damit fiir starke pH-Wert-Anderungen im sauren und basischen Bereich
geeignet ist (pH-Wechsel im Bereich von pH 3,6 bis pH 8,3). Deshalb wurden drei mogliche Puffer-
Varianten ausprobiert, in denen TRIS durch verschiedene Konzentrationen an HEPES (IHH1: 2,61 mM;
IHH2: 5,35 mM; IHH3: 10,4 mM) ersetzt wurde, welches eine schwéachere Pufferwirkung besitzt. Nach
Moglichkeit sollte dieser Puffer als Transport- und Lyse-Puffer, als Wasch- und Elutionspuffer, sowie als

PCR-Puffer verwendet werden.

Waschpuffer

In dieser Versuchsreihe wurde als Basis das CS-Kit verwendet und lediglich der Waschpuffer durch
Wasser oder einen der drei HEPES-Puffer ersetzt. Als Kontrolle dazu wurde eine Probe normal mit dem
CS-Kit mit prozessiert. Die Waschiiberstiande, sowie die Eluate wurden in einer rt-qPCR nach enthaltener

DNA untersucht.
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Abb. 30: DNA-Wiederfindungsraten bei Nutzung verschiedener Waschpuffer.

Die Werte der DNA-Verluste durch die Waschiiberstiande (rot), sowie die Wiederfindungsraten in den Eluaten
(grin) wurden entgegen des Wertes der Positivkontrolle (lila) normalisiert. Negativkontrolle ist dunkelrot
dargestellt.

Es zeigte sich, dass sich in den Uberstinden des PCR-Wassers, des CS-Waschpuffers sowie in den

verschiedenen HEPES-Puffer nahezu keine DNA nachzuweisen war (Abb. 30). Auch die Negativkontrolle
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war negativ. Bei den Experimenten mit IHH1- und IHH3-Puffer zeigten sich gegenliber den anderen
Reagenzien deutlich bessere DNA-Ausbeuten in den Eluaten, welche sogar deutlich hoher lagen, als die
Positivkontrolle. PCR-Wasser, IHH2-Puffer und das Eluat des CS-Kits, zeigen eine deutlich schlechtere
Wiederfindungsrate an DNA gemessen an der Positivkontrolle (Abb. 30). Es zeigte sich, dass in keinem
der verwendeten Puffer es zu groRReren DNA-Verlusten kam. Somit kann theoretisch jeder Puffer fir
unsere Anwendung verwendet werden. Die hohen DNA-Ausbeuten bei den Ansdtzen mit IHH1- und
IHH3-Puffer lassen sich nicht mit dem Waschvorgang erklaren. Beim Bindevorgang der DNA wurde bei

allen Proben der gleiche Binde-Puffer des CS-Kits verwendet.

Elutionspuffer

Als weiterer Schritt wurde untersucht, welcher Puffer die besten Eluierungseigenschaften aufwies. Es
wurde wieder das CS-Kit als Basis verwendet, jedoch zwei verschiedene Ansatze verfolgt. Zum einen
wurden nur die Elutionspuffer ausgetauscht, wahrend alle anderen Reagenzien beibehalten wurden.
Zum anderen wurden Wasch- und Elutionspuffer ausgetauscht, um zu vergleichen ob es da Unterschiede
zu den Daten mit dem CS-Waschpuffer gab. Da es sich um einen Vergleich der Elutionspuffer handelt,
musste beachtet werden, dass diese durch Tris-HCl in den basischen Bereich (pH 8,3 — 8,5) gepuffert

wurden, da sonst keine Deprotonierung der Fanger-Beads und somit die Elution stattfinden konnte.
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Abb. 31: DNA-Wiederfindungsraten bei verschiedenen Waschpuffer/Elutionspuffer-Kombinationen.

Die Werte der DNA-Verluste durch die Waschiiberstiande (rot), sowie die Wiederfindungsraten in den Eluaten
(grin) wurden entgegen des Wertes der Positivkontrolle (lila) normalisiert. Negativkontrolle ist dunkelrot
dargestellt.

Bei den Elutionspuffer-Experimenten, bei denen immer der gleiche Waschpuffer (W12-Puffer des CS-
Kits) verwendet wurde, konnte gezeigt werden, dass der IHP-Puffer als Elutionspuffer mit einer DNA-
Wiederfindungsrate von 73,9 % das beste Ergebnis zeigte (Abb. 31). Am schlechtesten schnitt der
Elutionspuffer E5 ab. Dieser wies nur eine DNA-Wiederfindungsrate von 19,6 % auf, was fir das CS-Kit

einen ungewohnlich schlechten Wert darstellt. Die Elutionspuffer IHH2 und IHH3 schnitten mit DNA-
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Wiederfindungsraten von 60,2 % und 66,9 % ebenfalls recht gut ab. IHH1 hingegen zeigte mit einer DNA-
Wiederfindungsrate von 35,8 % ein schlechtes Ergebnis. Interessant wurde es aber dann im zweiten Teil,
wo die verschiedenen Wasch- und Elutionspuffer-Kkombinationen getestet wurden, welche fir die
Anwendung in der Kartusche in Frage kamen. Hier zeigte sich, dass die H,O/IHP-Kombination am
schlechtesten funktionierte mit einer DNA-Wiederfindungsrate von nur 21,9 %. Die drei HEPES-Puffer-
Kombinationen (IHH1/IHH1; IHH2/IHH2 und IHH3/IHH3) hingegen funktionierten sehr gut, mit DNA-
Wiederfindungsraten von mehr als 80 %. In der Negativkontrolle konnte keine DNA nachgewiesen
werden. Alle Werte wurden entgegen der Positivkontrolle normalisiert. In den Waschiiberstanden

konnte nahezu keine DNA gefunden werden, ebenso zeigte die Negativkontrolle ein negatives Ergebnis.

5.2.3 Lyse-Komponenten

Lyse-Pellets

In dieser Experiment-Reihe wurden verschiedene Anzahlen an Lyse-Pellets (1 bis 3 Pellets je Reaktion) in
verschiedenen Puffern (IHP, IHH1, IHH2, IHH3) getestet, um zu Uberprifen, wie viele Lyse-Pellets
verwendet werden miissen, um eine moglichst hohe DNA-Ausbeute zu erreichen. Da hier der Lyse-
Vorgang liberprift werden sollte, musste mit Zellen anstatt mit DNA gearbeitet werden. Daher wurden
E. coli-Zellen (Stamm ID: EDL933) verwendet. Durch die Zugabe unterschiedlicher Mengen an Lyse-
Pellets (Guanidin-Hochsalz-Pellets) musste fiir den pH-Wert-Umschlag in den sauren Bereich die
einzusetzende Zitronensdure-Konzentration angepasst werden. Die eingesetzte Menge an Lysozym

wurde in allen Ansatzen nicht verandert.
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Abb. 32: Untersuchung der Anzahl an Lyse-Pellets mit verschiedene Puffer-Kkombinationen.
Die Werte DNA-Wiederfindungsraten der Eluate jeder Kombination an Lyse-/Bindepuffer (L/B), Waschpuffer (W)
und Elutionspuffer (E) wurden normalisiert entsprechend der Positivkontrolle (lila). Die Negativkotrolle ist
dunkelrot dargestellt.
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Alle Pellet-Kombinationen wurden noch in unterschiedlichen Lyse-/Binde-puffer, Wasch-Puffer und
Elutionspuffer getestet (Abschnitt 4.7.3, Tab. 42). Die DNA-Wiederfindungsraten wurden wieder anhand
der erhaltenen Eluate in der rt-qPCR (Zielgen: gad) getestet. Die Uberpriifung der Lyse-Pellet-Anzahl
zeigte deutlich, dass die Wiederfindungsrate am hochsten ist, wenn nur ein Lyse-Pellet in die Reaktion
eingesetzt wird (Abb. 32). Hier zeigte sich zudem, dass die Kombination mit dem IHP-Puffer und dem
IHH2-Puffer am besten funktionierte mit Wiederfindungsraten von 32,4 % und 33,7 %. Schlechter
hingegen schnitten die Kombinationen mit IHH1 und IHH3 ab, welche nur eine DNA-Wiederfindungsrate
von 21,4 % und 21,1 % zeigten. Zum Vergleich dazu konnte bei der Verwendung von mehr als einem
Lyse-Pellet nur DNA-Wiederfindungsraten zwischen 4,0 % und 7,6 % erreicht werden. In der

Negativkontrolle konnte keine DNA nachgewiesen werden.

Lysozym-Pellets

Lyophilisierte Bakterien-Pellets des E. coli-Stammes Nord1 (Stamm-ID: 240608, Targets: blaOXA-48, gad)
wurden in der Komplettkartusche mit (n = 5) und ohne Lysozym-Pellet (n = 8) lysiert und weiter
prozessiert. Hier sollte beobachtet werden, ob das Lysozym eine Verbesserung der Cr-Werte zeigt und
somit die Zellen besser aufgeschlossen werden oder ob das Lyse-Pellet fiir den Einsatz in der Kartusche
weggelassen werden kann. Detektiert wurden zum einen das Speziesmarker-Gen gad und das

Carbapenemase-Gen blaOXA-48 (iber die CMA-Reaktion.
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16,00 -
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oxa48 gad
m ohne Lysozym m mit Lysozym
Abb. 33: Lysozym-Test in der Komplettkartusche.
Dargestellt sind die gemittelten Cr-Werte von Kartuschen-Laufen mit (rot; n=5) und ohne Lysozym (blau; n=8).

Die Ergebnisse zeigen, dass im Durchschnitt Kartuschen-Laufe ohne Lysozym im Lyse-Ansatz hdhere
Cr-Werte fur gad und blaOXA-48 zeigen, als Ansdtze mit Lysozym (Abb. 33). Die Ergebnisse weilen
daraufhin, dass das Lysozym durch die Hydrolyse der 1,4-Glykosidischen Bindung an der Peptidoglycan-
Schicht der Bakterien-Zellwand die Freisetzung der DNA wahrend des Lyse-Vorgangs fordert, wodurch
die Zellen besser aufgeschlossen werden und mehr DNA an den Fangerbeads gebunden werden kann.
Das fiihrt zu einer Verbesserung der Sensitivitdt des Kartuschen-Assays. Deshalb wurde entschieden ein

Lyse-Pellet fiir die weiteren Experimente in der Prototyp-Kartusche zu verwenden.
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5.3. Amplifizierung und Detektion

5.3.1 Primer-Test

Gelbild-Analyse

Um die Primer aus der zuvor etablierten rt-qPCR in der Kartusche verwendet werden kdnnen, mussten
Sie noch Uber Gel-Elektrophorese auf amplifizierte Artefakte hin Gberprift werden. Zusatzlich wurden
SP- und MP-Reaktionen miteinander verglichen, um auszuschliefen, dass die Primer in den MP-
Reaktionen sich gegenseitig beeinflussen. Daflir wurden die vier E. coli-Referenz-Stamme eingesetzt, die
auch bei den Versuchen in der Kartusche verwendet wurden. Aufgetragen wurden PCR-Reaktionen mit

eingesetzter Template-DNA von 107, 10% und 10> Genom-Aquivalenten.

Aus den Gelbild wurde ersichtlich, dass keine Artefakte zu erkennen waren. Somit konnte
ausgeschlossen werden, dass die Amplifizierung von Artefakten zu einem zusatzlichen Verbrauch an
Ressourcen im PCR-Ansatz fuhrt (Abb. 34). Im Vergleich von SP- und MP-Reaktionen wird ersichtlich,
dass bei blaKPC und blaVIM nahezu kein Unterschied zu beobachten ist. Bei den Carbapenemase-Genen
blaOXA-48 und blaNDM hingegen ist im MP-Ansatz eine Abschwachung im Vergleich zu den SP-
Reaktionen zu erkennen. Hier miisste liberprift werden, ob das Phanomen auch auf dem Mikroarray

oder in der PCR-Kartusche zu beobachten ist und gegebenenfalls die PCR-Bedingungen optimieren.

OXA-48 KPC VIM NDM
SP MP SP MP SP MP SP MP
M 10'10°10° 10'10°10° 10710°10°10710°10*° 10°10°10% 10'10°10° 10710°10° ;07103102 M

T = = |

|
500 —
200
300

200

Amlikonldnge: 70 Bp 101 Bp 143 Bp 100 Bp

Abb. 34: Uberpriifung der Carbapenemase-Primer mittels Gel-Elektrophorese.

Dargestellt sind Amplifikate der Singleplex- (SP) und Multiplex-Reaktionen (MP) fiir die Gene der Carbapenemasen
OXA-48, KPC, VIM und NDM mit eingesetzten Kopiezahlen an Template-DNA von 107, 10° und 10> Genom-
Aquivalenten. Die DNA-FragmentgréRBen des Molekulargewichtsstandards (M) sind links dargestellt.

Primer-Test auf der offenen Plattform

Da in der Kartusche ebenfalls eine Hybridisierungsreaktion der Amplifikate an einen DNA-Mikroarray
stattfindet, wurde zunachst der Mikroarray des Carb Detect AS-2 Kits als Modell verwendet, um die
Hybridisierung auf der Mikroarray-Plattform zu testen und ein erstes Bild zu bekommen, wie gut die
exponentielle PCR funktioniert mit den daflir designten Primern. Hierzu wurden ebenfalls SP- und MP-
Reaktionen miteinander verglichen von PCR-Reaktionen mit einem Ausgangs-Template von 107, 103, 10?,
10 Genom-Aquivalenten und einer Primerkonzentration von 500 nM je Primer. Die Werte in Tab. 55
entsprechen den gemittelten normalisierten Signalintensitdten (Abschnitt 4.4.4) aus einer

Dreifachbestimmung der jeweiligen Probe.
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Im Gegensatz zur Gelbildanalyse zeigte sich hier ein anderes Bild. Es konnte beobachtet werden, dass
blaNDM von allen vier Carbapenemase-Genen die geringste Sensitivitdt zeigte (Tab. 55). Hier konnte bei
102 GE nur sehr schwache Signale detektiert werden. Bei der SP-Reaktion lag der durchschnittliche Wert
nur bei 0,51 (10 GE), was anhand der festgelegten Grenzwerte noch als positives Signal interpretiert
wurde. Bei allen anderen Carbapenemase-Genen lag die Signalintensitdt deutlich héher. Die MP-
Reaktion von blaNDM zeigte hingegen nur ein durchschnittliches Signal von 0,16, was unterhalb des
Schwellenwertes liegt und somit als negatives Signal gezahlt wurde. Bei 10 GE konnte bei b/laNDM keine
Signale mehr detektiert werden. Im Gegensatz zur Gelbild-Analyse zeigte die MP-Reaktion von blaOXA-
48 bei 10% GE keinen sichtbaren Signalabfall. Bei blaVIM konnte bei 10 GE sogar eine Verbesserung der
Signalintensitat in der MP-PCR beobachtet werden im Vergleich zur SP-PCR.

Tab. 55: Vergleich von SP- und MP-Reaktionen auf dem Carb Detect AS-2 Mikroarray

Template blaOXA48 blaKPC blaVIM blaNDM

Kopiezahl [GE] SP MP SP MP SP MP SP MP
10’ 0,87 0,86 0,87 0,86 0,86 0,75 0,85 0,85
10° 0,87 0,86 0,86 0,87 0,86 0,83 0,78 0,69
10? 0,86 0,83 0,87 0,69 0,81 0,83 0,51 0,16
10 0,86 0,62 0,87 0,87 0,24 0,78

Negativkontrolle

5.3.2 Reporter- und Primerkonzentration

Reporterkonzentration

Initial wurden fur die Etablierung der PCR/CMA-Reaktion in der Kartusche ein Reporter-Mix mit einer
Konzentration von 10 nM je Reporter eingesetzt. Dabei fiel auf, dass trotz gleicher Reporter-
Konzentration die Signalintensitdten der Spots der einzelnen Targets untereinander sehr grofie
Schwankungen aufwiesen. Zudem wurde beobachtet, dass die Signal-Intensitdaten der gleichen Spots bei
unterschiedlichen m-Pima-Gerdten ebenfalls teilweise grofle Schwankungen aufzeigten. Daher wurde
versucht, die Signal-Intensitdaten der verschiedenen Targets so anzupassen, dass diese ungefahr im
selben Bereich (0,3 bis 0,4) liegen. Dadurch sollte verhindert werden, dass bei irgendeinem der
verwendeten m-Pima-Gerate die initiale Signal-Intensitdt zu hoch oder zu niedrig ausfiel, um von der

Auslese-Software berlicksichtigt zu werden.

Die Ergebnisse beim Vergleich der verschiedenen Signal-Intensitaten zeigte deutlich, dass der
Schwankungsbereich fiir die unterschiedlichen Reporter bei gleicher Konzentration sehr variiert (Signal-
Intensitaten von 0,12 bis 0,38). AuRerdem wurde ersichtlich, wie stark die Unterschiede in den
Signalintensitdaten von dem verwendeten Gerat abhdangen. So konnten Schwankungsbereiche von 0,11
bis 0,19 je Target beobachtet werden (gad: 0,13 bis 0,24; blaOXA-48: 0,12 bis 0,23; blaNDM: 0,16 bis 0,3;
blaKPC: 0,13 bis 0,27; blaVIM-1/2/5: 0,15 bis 0,29 und blaVIM-13: 0,19 bis 0,38). Um die Ausgangs-

Signalintensitdten in den gleichen Bereich zu bringen, wurden die Signalintensitdten jedes Zielgens

92



5. Ergebnisse

gemittelt und die jeweiligen Anpassungsfaktoren berechnet (Tab. 56). Dann wurde der Reportermix
entsprechend angepasst und erneut getestet, ob die resultierenden Signalintensitdten im vorgegebenen
Bereich lagen. Um das zu Uberprifen wurden nur die Gerate verwendet, die die hoéchsten und
niedrigsten Signal-Intensitdten im Vorversuch aufwiesen (Tab. 57). Hier zeigte sich, dass der
Anpassungsfaktor fiir 0,4 zu hoch gewahlt war, da bei Gerat NAT-04000622 die Signalintensitaten zu
hoch waren, um von der Auswerte-Software verniinftige Ergebnisse zu liefern. Die Ergebnisse des
Reportermixes fir die Anpassungsfaktoren von 0,33 zeigte hingegen sehr gute Ergebnisse. Die

Signalintensitaten waren weder unterhalb von 0,2 noch oberhalb von 0,5 (Tab. 57).

Tab. 56: Vergleich Signal-Intensitdten der Zielgen-Reporter auf verschiedenen Analyzer

Gerat gad-REP | OXA-48-REP | NDM-REP | KPC-REP | VIM1/2/5-REP | VIM13-REP
NAT-04000605 0,14 0,16 0,2 0,18 0,19 0,24
NAT-04000606 0,15 0,16 0,19 0,16 0,18 0,22
NAT-04000606 0,17 0,14 0,2 0,2 0,2 0,27
NAT-04000607 0,14 0,14 0,17 0,17 0,18 0,24
NAT-04000609 0,14 0,14 0,17 0,14 0,15 0,19
NAT-04000611 0,21 0,21 0,26 0,24 0,28 0,35
NAT-04000619 0,15 0,13 0,18 0,17 0,19 0,25
NAT-04000620 0,24 0,23 0,29 0,25 0,27 0,38
NAT-04000622 0,24 0,23 0,3 0,27 0,29 0,38
NAT-04000623 0,19 0,17 0,2 0,19 0,2 0,25
NAT-04000624 0,13 0,13 0,16 0,13 0,16 0,19
NAT-04000632 0,17 0,17 0,2 0,18 0,2 0,23
NAT-04000633 0,18 0,18 0,21 0,19 0,22 0,29
NAT-04000659 0,15 0,14 0,19 0,19 0,21 0,27
NAT-04000668 0,17 0,17 0,21 0,2 0,21 0,3
NAT-04000678 0,2 0,2 0,25 0,2 0,26 0,3
NAT-04000688 0,13 0,12 0,18 0,17 0,18 0,23
NAT-04000689 0,17 0,15 0,18 0,19 0,22 0,28
NAT-04000697 0,19 0,15 0,21 0,19 0,2 0,27
Durchschnitt 0,172 0,164 0,208 0,190 0,210 0,270
Anpassungsfaktor fiir 0.4 2,33 2,44 1,92 2,11 1,90 1,48
Anpassungsfaktor fiir 0.33 1,92 2,01 1,59 1,74 1,57 1,22

Uber den gesamten Zeitraum der Experimente wurden die jeweiligen Reporter-Konzentrationen immer
wieder neu angepasst, da immer wieder andere Parameter wie Belichtungszeiten und PCR-Bedingungen
geandert wurden. Die Schwankungen in den Signalintensitdten zwischen den verschiedenen Geraten
kann damit erklart werden, dass es sich hier zum einen um Gerate handelt, die nur fiir Forschungszwecke
verwendet wurden und somit noch keine Vollabstimmung der verbauten Hardware sowie Leuchtmittel
vorgenommen wurde. Was den Vergleich der Reporter untereinander angeht, so konnten die Spotgroflie

sowie die Bindeeigenschaften der Reporter an die gespotteten Sonden eine groRe Rolle spielen.
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Tab. 57: Vergleich Signalintensitaten mit angepasstem Reportermixen

Gerat

gad-REP

OXA-48-REP

NDM-REP

KPC-REP

‘ VIM1/2/5-REP | VIM13-REP

Reportermix angepasst mit Anpassungsfaktoren fiir Signalintensitdt von 0,4

NAT-04000622 0,5

NAT-04000624 0,25 0,3 0,25 0,3 0,3 0,29
NAT-04000633 0,38 0,43 0,3 0,39 0,37 0,38
Reportermix angepasst mit Anpassungsfaktoren fiir Signalintensitdt von 0,33

NAT-04000622 0,48 0,47 0,4 0,45 0,45 0,46
NAT-04000624 0,26 0,26 0,22 0,29 0,29 0,28
NAT-04000633 0,3 0,35 0,3 0,32 0,3 0,3

Primerkonzentration

Zur Bestimmung der optimalen Primerkonzentrationen wurden SP-PCR-Versuche in 3 Parallelen mit

verschiedenen Konzentrationen (50 nM, 100 nM, 200 nM, 300 nM, 400 nM und 500 nM je Primer)

durchgefihrt und die Cr-Werte sowie die Nachweisgrenze verglichen. Es zeigte sich, dass Primer jedes

Carbapenemase-Gens ihr Optimum bei sehr unterschiedlichen Konzentrationen aufwiesen.

Tab. 58: Vergleich Primerkonzentrationen fiir die Carbapenemase-Gene in der PCR-Kartusche

blaNDM
Kopiezahl [GE] | 500 nM | 400 nM | 300 nM | 200 nM | 100 nM | 50 nM
10° 23,11 24,05 24,98 25,92 33,05
10* 27,11 27,78 28,45 29,12 38,55
103 30,68 31,48 32,28 33,09
102 34,14 35,4 36,66 37,92
10 38,19
blaKPC
Kopiezahl [GE] | 500 nM | 400 nM | 300 nM | 200 nM | 100 nM | 50 nM
10° 21,39 20,51 20,95 20,07 21 24,61
10* 25,39 25,41 25,4 25,42 25,16 29,22
103 28,97 29,03 29 29,06 29,52 32,97
10? 31,51 31,64 31,58 31,71 33,12 36,13
10 35,49 35,19 39,13
blaVIM
Kopiezahl [GE] | 500 nM | 400 nM | 300 nM | 200 nM | 100 nM | 50 nM
10° 22,67 23,12 23,58 24,03 22,77 26
10* 27,01 27,32 27,62 27,93 27,69 30,59
103 31,37 31,61 31,85 32,09 32,2 34,95
102 33,96 34,27 34,59 34,91 35,89 37,85
10 37,97 38,48
blaOXA-48
Kopiezahl [GE] | 500 nM | 400 nM | 300nM | 200 nM | 100 nM | 50 nM
10° 24,49 24,61 24,73 24,85 26 29,11
10* 28,54 28,32 28,11 27,89 29,64 32,86
103 30,37 31,01 31,65 32,29 32,89 36,63
102 35,22 36,05
10

Die erhaltenen Daten wurden genutzt, um den Primermix auf die entsprechenden Konzentrationen fir

jedes Carbapenemase-Gen anzupassen. Es wurden MP-PCR-Versuche in der PCR-Kartusche unter

Verwendung des optimierten Primermixes durchgefiihrt, wobei eine Nachweisgrenze von 1000 GE
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nachgewiesen werden konnten (Tab. 59). Interessanterweise zeigten die Cr-Werte gegeniiber der SP-
PCR bessere Werte, was darauf hindeutet, dass die PCR im MP-Ansatz besser funktioniert. Jedoch scheint
das Vorhandensein anderer Primer sich negativ auf die Nachweisgrenze auszuwirken, was einer
Verbesserung entgegenspricht. Hier missten noch weitere Optimierungen an den PCR-Bedingungen
vorgenommen werden, um die Nachweisgrenze der einzelnen Carbapenemase-Gene im MP-PCR-Ansatz

zu verbessern.

Tab. 59: MP-PCR in PCR-Kartusche mit optimierten Primermix

MP-PCR eingesetzte Primerkonzentrationen
Carbapenemase-Gen | blaNDM blaKPC blaVIM blaOXA-48
Kopiezahl [GE] 500 nM 200 nM 100 nM 200 nM
10° 22,43 22,89 25,01 24,55
10* 26,11 25,08 27,95 28
103 29,15 28,63 30,82 31
102 — — — —
Negativkontrolle - - - -

5.3.3 PCR-Programm

Die Gesamt-Analysezeit war ein wichtiger Faktor beziiglich der Entwicklung eines Schnelltestes. Somit
musste moglichst viel Zeit eingespart werden. Die urspriingliche PCR dauerte im Schnitt ungefdahr 96 min
bei 45 Zyklen. Ziel war es, diese Zeit deutlich zu reduzieren bei gleichbleibender oder besserer Sensitivitat
ohne die Anzahl der Zyklen zu verringern. Daher wurden die einzelnen Phasen der Zyklen verkiirzt und

gleichzeitig die Annealing-Temperatur erhoht, um die Sensitivitat des Assays zu erhéhen.

Es konnte dadurch eine Reduzierung der PCR-Dauer auf ca. 37 min erreicht werden, was zu einer

Gesamt-Analysezeit von ca. 58 min in der ,Komplett“-Kartusche ausmacht.

Anderung der Annealingtemperaturen

Als erstes wurde die Denaturierungstemperatur von 95 °C auf 97 °C erhoéht und die Zeiten fiir die initiale
Denaturierung von 240 s auf 120 s, sowie die zyklische Denaturierung von 30 s auf 5 s gekirzt. Zusatzlich
wurde die Elongationszeit von 60 s auf 20 s herabgesetzt. Dieser Ansatz wurde nun bei vier

verschiedenen Annealing-Temperaturen (58 °C, 61 °C, 63 °C und 65 °C) getestet.

Bei den Versuchen mit einem Ausgangstemplate von 100 GE wurden die besten Ergebnisse bei einer
Annealingtemperatur von 65 °C erzielt (Abb. 35). Mit Ausnahme von blaVIM-13, bei dem kein Signal zu
sehen war, zeigten alle Carbapenemase-Gene relativ niedrige Cr-Werte, was auf eine bessere Effizienz
der PCR schlieBen lieR. Da fur die Versuche nur die vier Referenz-Stamme verwendet wurden, war nur
blaVIM-4 als Carbapenemase-Gen vorhanden, welches trotz Unstimmigkeiten in der DNA-Sequenz (engl.
mismatches) auch gegen die VIM-13-Sonde hybridisieren konnte. Jedoch steigt mit der Temperatur die

Bindungsspezifitat der DNA-Sequenz, wodurch Sequenzen mit Sequenz-Unstimmigkeiten ab einer
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gewissen Temperatur nicht mehr binden kénnen. Das erklart warum bei 58 °C bis 63 °C noch ein Signal
bei VIM-13 zu erkennen aber ab 65 °C nicht mehr detektierbar war. Die Cr-Werte fiir die anderen drei

Temperaturen verhielten sich recht dhnlich.
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gad blakPC blaNDM blavim-13 blaviM-1/2/5 blaOXA-48

H Annealing: 58 °C / 30 s | Elongation: 72°C/20s M Annealing: 61 °C /30 s | Elongation: 72°C/ 20s
Annealing: 63 °C / 30 s | Elongation: 72°C/20s ® Annealing: 65 °C /30 s | Elongation: 72°C/ 20 s

Abb. 35: Lift- und Cr-Werte aller Targets bei unterschiedlichen Annealingtemperaturen

Dargestellt sind die Cr- und Lift-Werte aller Targets bei PCR-Programmen mit unterschiedlichen
Annealingtemperaturen (dunkelgriin: 58 °C, hellgriin: 61 °C, gelb: 63 °C und rot: 65 °C) bei eingesetztem Template
von 100 GE je Target.

Ein Vergleich der Lift-Werte zeigte, dass bei der Sonde VIM-1/2/5-HP der Lift mit steigender Temperatur
zunahm, wahrenddessen bei VIM-13-HP ein stetiger Abfall der Liftwerte zu verzeichnen war. Dies hdngt
ebenfalls mit der Zunahme der Sequenz-Spezifitat bei steigender Temperatur zusammen. Bei b/aOXA-48
war ein stetiger Abfall zu beobachten, welcher sich allerding nicht auf die Cr-Werte auswirkte. Nur in
einem Experiment konnte bei 65 °C Annealingtemperatur blaOXA-48 nicht detektiert werden. Bei gad
und b/laNDM war keine groRe Verdanderung ersichtlich, nur dass bei gad ein kleiner Anstieg bei 65 °C
Annealingtemperatur verzeichnet werden konnte. Weiterhin wurde beobachtet, dass bei 58 °C nicht
immer alle Carbapenemase-Gene detektiert werden konnten. Somit betrug die Nachweisrate bei blaKPC
nur n=20/21, bei blaNDM n = 16/21 und bei blaOXA-48 n = 19/21. Bei den Annealingtemperaturen 61 °C

und 63 °C konnten immer alle Carbapenemase-Gene bei 100 GE in MP-MT-Reaktionen detektiert

werden.

Erwdhnt werden sollte auch, dass die in diesen Experimenten verwendeten Annealingtemperaturen weit
Uber den Schmelztemperaturen der jeweiligen Primer lagen (52,7 °C bis 55,4 °C), weshalb dies auch ein

Grund fir die hier dargestellten Werte sein kénnte. Hier spielt der hohe Salzgehalt im Puffer eine
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wesentliche Rolle. Es konnte aber gezeigt werden, dass durch die Anpassungen am PCR-Programm die

Sensitivitat auf eine minimale Nachweisgrenze von 100 GE erhéht werden konnte.

Verkiirzung der Annealing- und Elongationszeit

Um die Gesamtzeit der Assays zu verkirzen wurde die Elongations- und Annealingzeit eingekiirzt. Die
Annealingzeit kann maximal auf 26 s gekiirzt werden, da die Bildaufnahme des Mikroarrays fir die
Zeitreihenauswertung, sowie die damit verbundene Aktivitat der ChipliftstoRel genau diesen Zeitraum
bendtigen. In den vorherigen Untersuchen mit verschiedenen Annealingtemperaturen wurde eine
hohere Sensitivitat erreicht, daher wurden in der ersten Experimentreihe jeweils 100 GE an Template-
DNA als MP-MT-Reaktionen eingesetzt. Zudem wurden im PCR-Programm die zuvor beschriebenen
Anderungen in den Zeiten und Temperaturen der Denaturierungsschritte beibehalten. Als
Annealingtemperatur wurde sich auf 58 °C festgelegt und nur die Anderungen in den Annealing- und

Elongationszeiten wurden anhand der Cr-Werte untersucht.
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0,7
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100 GE 100 GE 100 GE

blaViM-13 blaviM-1/2/5 blaOXA-48

gad

H Annealing: 58 °C / 30 s | Elongation: 72°C / 20s W Annealing: 58 °C / 30 s | Elongation: 72°C /10s
Annealing: 58 °C / 26 s | Elongation: 72°C /20 s H Annealing: 58 °C/ 26 s | Elongation: 72°C/10s

Abb. 36: Optimierung Annealing- und Elongationszeiten.
Dargestellt sind die Lift- und Ct-Werte verschiedener Annealing- und Elongationszeiten bei MP-MT-Reaktionen mit
100 GE Template-DNA und 58 °C Annealingtemperatur.

Die Untersuchungen zeigen, dass sich mit jedem Verkiirzungsschritt eine Verbesserung der Cr-Werte
erreicht wird (Abb. 36 oben). Die Cr-Werte aller untersuchten Gene zeigen eine durchschnittliche
Verkleinerung zwischen urspriinglichen PCR-Programm (Annealing: 30 s / Elongation: 20 s) und
verkirzten PCR-Programm (Annealing: 26 s / Elongation: 10 s) von ca. 1 bis 2 Cy (gad: 2,11; blaKPC: 0,94;
blaNDM: 1,07; blaVIM: 1,28 und blaOXA-48: 1,01). Bei den Lift-Werten hingegen ist keine signifikante
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Anderung zu sehen (Abb. 36 unten). Ebenso konnten alle Carbapenemase-Gene bei 100 GE in den 6

Parallelen nachgewiesen werden, was fir eine gute Performance der PCR spricht.

Als nachsten Schritt wurde noch eine weitere Versuchsreihe bei 58 °C und 61 °C mit jeweils 10 GE an
Template-DNA durchgefiihrt (Abb. 37). Auch hier wurden die Verkiirzungen des PCR-Programmes
anhand der erhaltenen Cr-Werte untersucht. Hier zeigt sich, dass mit Ausnahme von blaNDM alle
untersuchten Zielgene bei 61 °C im Schnitt eine Verbesserung der Cr-Werte aufweisen. Daraus liel sich
ableiten, dass, da bei gleicher Zyklenzahl und Template-Menge mehr Amplikon synthetisiert wurde. Ein
Vergleich der Lift-Werte weist ebenfalls bei 61 °C im Durchschnitt eine Verbesserung auf. Einzige
Ausnahme ist b/laOXA-48, bei dem keine signifikante Verdnderung beobachtet werden konnte. Im
Vergleich der einzelnen Verkirzungsschritte untereinander ist bei einer Kopiezahl von 10 GE weder bei

58° C noch bei 61 °C ein signifikantes Muster erkennbar.

61°C | 58°C 61°C
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61°C

I

C-Werte

Zeichnungsflache
[

58°C 61°C | 58°C 58°C 61°C | 58°C 61°C

gad blaKPC blavimM-1/2/5 blaDXA-48

{

0,8
0,7
0,6
0,5
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0,4 I
0,3
0,2
0,1
0,0

58°C 61°C | 58°C 61°C 58°C 61°C | 58°C 61°C | 58°C 61°C

blaOXA-48

blaKPC blaNDM blaVIM-13

gad
B Annealing: 58 °C / 30 s | Elongation: 72°C /20s
B Annealing: 58 °C / 30 s | Elongation: 72°C /10s

Annealing: 58 °C / 26 s | Elongation: 72°C /10 s

blaVIM-1/2/5

Annealing: 61 °C / 30 s | Elongation: 72°C /20s
Annealing: 61 °C / 30 s | Elongation: 72°C/10s
H Annealing: 61 °C / 26 s | Elongation: 72°C /10s

Abb. 37: Optimierung der Annealingtemperatur.
Dargestellt sind die Lift- und Cr-Werte verschiedener Annealing- und Elongationszeiten bei MP-MT-Reaktionen mit
10 GE Template-DNA sowie 58 °C und 61 °C Annealingtemperatur.

Es konnte gezeigt werden, dass eine Template-Menge von 10 GE bei allen untersuchten Genen im MP-
MT-Ansatz nachgewiesen werden konnte, jedoch war dies nicht bei allen PCR-Ansatzen der Fall (Tab.

60). Nur der Speziesmarker gad konnte in allen PCR-Anséatzen erfolgreich detektiert werten. Alle anderen
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Carbapenemase-Gene zeigten durchschnittlich geringere Detektionsraten (blaKPC: 79,0 %; blaNDM:
85,5 %; blaVIM-13: 87,7 %; blaVIM-1/2/5: 95,2 %; blaOXA-48: 67,7 %), wobei blaOXA-48 mit einer
Detektionsrate von knapp zwei Drittel das schlechteste Ergebnis zeigte (Tab. 60). Ein Vergleich der
Detektionsraten beider Annealingtemperaturen, zeigt, dass bei 61 °C bessere Detektionsraten erzielt
wurden. Eine mogliche Begriindung dafiir ist die Tatsache, dass die fiir die Schrittweiten- und Lift-Werte
festgelegten Schwellenwerte nicht erreicht wurden und somit von der Auslese-Software keine Cr-Werte
ausgegeben wurden. Da bei 61 °C allgemein bessere Lift-Werte beobachtet wurden, kénnte dies mit der

héheren Detektionsrate im Zusammenhang stehen.

Tab. 60: Detektionsraten der untersuchten Zielgene unter verschiedenen PCR-Bedingungen

gad blaKPC | blaNDM | blaVIM-13 | blaVIM-1/2/5 | blaOXA-48

Annealing: 58 °C/30's 12/12 9/12 9/12 10/12 11/12 8/12
Elongation: 72 °C/ 20's 100% | 75,0% 75,0 % 83,3 % 91,7 % 66,7 %

Annealing: 58 °C/30's 12/12 8/12 9/12 9/12 12/12 9/12
Elongation: 72 °C/ 10's 100% | 66,7 % 75,0 % 75,0 % 100 % 75,0 %

Annealing: 58 °C/ 26 s 10/10 | 9/10 8/10 9/10 8/10 5/10
Elongation: 72 °C/ 10's 100% | 90,0 % 80,0 % 90,0 % 80,0 % 50,0 %

Annealing: 61°C/30's 9/9 7/9 9/9 9/9 9/9 6/9
Elongation: 72 °C/ 20's 100% | 77,8% 100 % 100 % 100 % 66,7 %

Annealing: 61°C/30's 8/8 8/8 7/8 7/8 8/8 5/8
Elongation: 72 °C/ 10's 100% | 100 % 87,5 % 87,5 % 100 % 62,5 %

Annealing: 61 °C/ 26 s 11/11 8/11 11/11 11/11 11/11 9/11
Elongation: 72 °C/ 10's 100% | 72,7 % 100 % 100 % 100 % 81,8 %
. 62/62 | 49/62 53/62 55/62 59/62 42/62

-Detek

Gesamt-Detektionsrate 100% | 79,0% 85,5 % 88,7 % 95,2 % 67,7%

Die Ergebnisse veranschaulichen, dass als Annealingtemperatur 61 °C im Vergleich zu 58 °C bessere Lift-
und Cr-Werte zeigen. Deshalb wurde fir die Prototyp-Kartusche 61 °C als Annealingtemperatur
festgelegt. Weiterhin wurde ersichtlich, dass die Anpassungen der Temperaturen und Zeiten jeder
Zyklusphase zum einen die untere Nachweisgrenze von 1000 GE auf 10 GE Template-DNA verbesserte.
Zum anderen wurde durch die Verkiirzung der PCR auf 37 min eine Zeitersparnis fiir die PCR von knapp

einer Stunde (59 min) erreicht.

5.4. Kartuschen-Prototyp (,,Komplett“-Kartusche)

5.4.1 Evaluierung des Assays in der Kartusche

Ziel der Machbarkeitsstudie war es die neu entwickelte Prototypkartusche so zu testen, dass vier der
wichtigsten Carbapenemase-Gene detektiert werden kdnnen. Es sollte gezeigt werden, dass alle im
Vorfeld beschriebenen internen Kartuschenprozesse so funktionieren, dass parallel und/oder einzeln

alle vier Analyten aus einer kinstlich mit Stuhl versetzten Probe bis 100 CFU detektiert werden.
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a) blaKPC single-target Detektion b) blaNDM single-target Detektion c) blaOXA-48 single-target Detektion
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Abb. 38: Beispiele fiir valide Kurvenverlaufe bei Evaluierungsstudie.

Dargestellt sind die Kurvenverlaufe Fluoreszenz-Signale der vier Targets (b/laKPC, blaNDM, blaOXA-48 und blaVIM)
in ST- und MT-Reaktionen sowie der Negativkontrolle, wie sie mit der ICONOCLUST-Software ausgegeben werden.
Nur Experimente bei denen gad als Speziesmarker nachgewiesen werden konnte, wurden als valides Ergebnis
gezahlt.

Detektionsraten der Carbapenemase-Gene in der Prototyp-Kartusche

Alle Experimente, bei denen gad als interne Prozesskontrolle nachgewiesen werden konnte, wurden als
»valid“ gewertet (Abb. 38). Die Gesamt-Detektionsrate aller validen Versuche lag bei 88,2 % (n=209/237).
Nur in 28 Experimenten, wurde kein Signal von einem oder mehreren Carbapenemase-Genen detektiert.
Falsch-positive Ergebnisse wurden in dieser Studie nicht beobachtet. Ein Uberblick Uber die
Detektionsraten ist in Tab. 61 aufgezeigt. Eine Kategorisierung nach den jeweiligen Carbapenemase-
Genen ergibt folgende Verteilung der Detektionsraten: 82,2 % (n=50/61) blaKPC; 94,4 % (n=51/54)
blaNDM; 96,7 % (n=59/61) blaVIM und 80,3 % (n=49/61) blaOXA-48 (Tab. 61). Die Carbapenemase-Gene
blaKPC und blaVIM zeigten somit leicht schlechtere Gesamt-Detektionsraten. Ein Vergleich der
Detektionsraten von Reaktionen mit nur einem (MP-ST) und mehreren Carbapenemase-Genen (MP-MT)
zeigte keine signifikanten Unterschiede (MP-ST: 88,5 %, n=100/113; MP-MT: 87,9 %, n=109/124).
Unterschiede wurden jedoch beim Vergleich der eingesetzten Mengen an Bakterienzellen je
Carbapenemase-Gen beobachtet. Hier zeigten sich Detektionsraten von 95,9 % (n=70/73) bei 10*
CFU/Lauf, 92,9% (n=78/84) at 103 CFU/Lauf und 76.3 % (n=61/80) bei 10> CFU/Lauf. Wie zu erwarten
zeigte sich eine Anderung der Detektionsrate in Abhingigkeit zur eingesetzten Menge an Bakterien je

nachzuweisendem Gen. Dabei nimmt die Detektionsrate mit sinkender Bakterienzahl ab.

Eine Gegeniberstellung der Detektionsraten der Experimente mit Puffer- und Stuhlsuspensionen zeigte
keine signifikanten Unterschiede (Detektionsrate in Stuhlproben: 87,9 %, n=123/140, Detektionsrate in

Puffer-Losungen: 88,7 %, n=86/97). Dies weist daraufhin, dass zum einen der eingesetzte Filter sehr gut
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funktioniert hat, da scheinbar nur wenig Stuhlkomponenten im Lysat vorhanden waren und somit keinen
negativen Einfluss auf die Lyse hatten. Zum anderen wurden mdogliche inhibierende Substanzen nach der
Lyse erfolgreich weggewaschen, da weder der Fang-Prozess noch die folgende PCR negativ beeinflusst

wurden, weshalb kaum Unterschiede in den Detektionsraten zu beobachten waren.

Tab. 61: Detektionsraten der Evaluierungsstudie

Gene MT/ST Stuhl Detektionsrate
10* CFU/Lauf | 10® CFU/Lauf | 10% CFU/Lauf
ST Nein: 80,0 % (12/15) 3/3 6/6 3/6
Z’Z‘";P/C 86,7 % (26/30) [Ja: 93,3 % (14/15) 3/3 6/6 5/6
(50' /61) MT Nein: 81,8 % (9/11) 3/3 4/4 2/4
78,1 % (24/31) |Ja: 76,2 % (15/20) 6/7 4/7 5/6
ST Nein: 85,7 % (12/14) 4/4 5/5 3/5
bg;ZN4D<y':/I 87,0% (20/23) [Ja: 88,9 % (8/9) 3/3 3/3 2/3
(5 ! 154 MT Nein: 100 % (11/11) 3/3 4/4 4/4
100 % (31/31) |Ja: 100 % (20/20) 7/7 7/7 6/6
blaOXA- ST Nein: 83,3 % (10/12) 4/4 3/4 3/4
48 83,3%(25/30) |Ja: 83,3 % (15/18) 6/6 5/6 4/6
80,3 % MT Nein: 81,8 % (9/11) 3/3 3/4 3/4
(49/61) | 77,4% (24/31) |Ja: 75,0 % (15/20) 6/7 7/7 2/6
ST Nein: 100 % (12/12) 4/4 4/4 4/4
g’g‘;‘;’)‘ 96,7 % (29/30) [Ja: 94,4 % (17/18) 5/6 6/6 6/6
(59’/61) MT Nein: 100 % (11/11) 3/3 4/4 4/4
96,8 % (30/31) |[Ja: 95,0% (19/20) 7/7 7/7 5/6
alle ST Nein: 86,8 % (46/53) 15/15 18/19 13/19
Targets | 88,5% (100/113) |Ja: 90,0 % (54/60) 17/18 20/21 17/21
88,2 % MT Nein: 90,9 % (40/44) 12/12 15/16 13/16
(209/237) | 88,0 % (109/124) |1a: 86,4 % (69/80) 26/28 25/28 18/24

Einschétzung der PCR/CMA-Reaktionen anhand der Lift- und Cr-Werte

Es konnte beobachtet werden, dass Cr-Werte von blaKPC und b/aNDM in Prasenz anderer
Carbapenemase-Gene (MP-MT) im Durchschnitt bessere Cr-Werte zeigten, als in den Experimenten in
denen nur blaOXA-48 als einziges Carbapenemase-Gen vorhanden war (Abb. 39/c). Im Gegensatz dazu
wurden bei blaOXA-48 in den MP-ST-Versuchen bessere Cr-Werte festgestellt (Abb. 39e). Bei der
Carbapenemase blaVIM wurden keine signifikanten Unterschiede in den C+-Werten der MP-ST und MP-
ST-Versuche beobachtet. Im Vergleich zu den anderen Carbapenemase-Genen zeigten sich hier auch die

besten Cr-Werte in allen Verdiinnungsstufen an eingesetzten Bakterienzahlen (Abb. 39g).
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Abb. 39: C1- und Lift-Werte der getesteten Proben in der Evaluierungsstudie.
Dargestellt sind die Cr- (links) und Liftwerte (rechts) von Proben mit (Stuhl [+]) und ohne Stuhl (Stuhl [-]), sowie
einem (single target [ST]) oder mehreren (multi target [MT]) gespikten Zielgenen.

Anhand der Lift-Werte konnte beobachtet werden, dass in MP-Reaktionen mit nur einem
Carbapenemase-Gen hohere Lift-Werte erzielt wurden als in Experimenten mit mehreren
Carbapenemase-Genen pro Ansatz (Abb. 39b/d/f/h). Dies konnte darauf zurtickzufiihren sein, dass mit
mehr Zielgenen im Ansatz ein schnellerer Ressourcen-Verbrauch einhergeht, als in Ansdtzen mit nur
einem Carbapenemase-Gen. Die Lift-Werte verdeutlichen zudem, dass zwischen Stuhl- und Puffer-
Experimenten kein signifikanter Unterschied festgestellt werden konnte. Einflisse von
Stuhlkomponenten tauchten nicht auf oder hatten keinen nennenswerten Effekt auf die PCR (Abb.

39b/d/f/h). Die hochsten Lift-Werte wurden bei blaVIM festgestellt, was in Relation steht zu den
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besseren Cr-Werten, die fiir dieses Carbapenemase-Gen in dieser Experiment-Reihe beobachtet wurden

(Abb. 39h).

5.5 RPA als Amplifizierungsmethode

5.5.1 RPA-Versuche auf der offenen Plattform

Nachweis iiber Féllungsreaktion

Die den RPA-Versuchen auf der offenen Plattform, bei denen die Amplifikate (iber die lokale
Fallungsdetektion analysiert wurden, zeigt dass bei den SP-RPA-Reaktionen eine untere Nachweisgrenze
von 100 GE erreicht werden kann. Im Fall von blaOXA-48 und blaKPC konnte sogar 10 GE an Template-

DNA nachgewiesen werden, was daflirspricht, dass diese Methode sehr sensitiv ist (Tab. 62A).

Bei den MP-RPA-Reaktionen konnte beobachtet werden, dass die Sensitivitdit um mehr als zwei log-
Stufen abgenommen hatte. Ein sicherer Nachweis war hier nur noch bis 10° GE an eingesetzter Template-
DNA moglich (Tab. 62B). Dies verdeutlicht, dass zumindest die hier verwendeten Primer sich nicht fir

die Anwendung in der Prototyp-Kartusche eignen. An dieser Stelle mlsste noch weiter optimiert werden.

Die in Tab. 62 angegebenen Werte entsprechen den Signalintensitaten, die vom ICONOCLUST ausgelesen
wurden. Werte (iber 0,3 wurden als positives Signal gewertet. Zur besseren Veranschaulichung wurde

eine rot/griin-Farbskala unterlegt, bei dem der Griinton mit steigendem Wert zunimmt.

Tab. 62: Nachweisgrenzen von SP- und MP-RPA-Reaktionen auf der offenen Plattform (Fallung)

(A) SP-RPA (B) MP-RPA

[GE] | blaOXA-48 blaKPC blaVIM-1 | blaVIM-2 [GE] | blaOXA-48 | blaKPC blaVIM-1 | blaVIM-2
10’ | 0,87 0,86 0,86 0,87 10 | 0,87 0,87 0,86 0,85
10° | 0,86 0,87 0,87 0,87 10° | 0,86 0,86 0,86 0,86
10° | 0,86 0,87 0,87 0,85 10° | 0,85 0,87 0,85 0,85
10 | 0,86 0,86 0,85 0,86 10 | 0,86 0,63 0,29 0,34
10° | 0,87 0,87 0,86 0,87 10° | 044 0,16 0,18
102 0,87 0,87 0,82 0,51 102
10! 0,87 0,42 10!

10

NK

Nachweis iiber Fluoreszenz-Detektion

In einer weiteren Versuchsreihe wurden RPA-Amplifikate der Carbapenemase-Gene blaKPC und
blaOXA-48 mittels Fluoreszenz-Detektion im FluoReader nachgewiesen. Hier sollte untersucht werden,
ob mit Cy5-gekoppelten Primern, die resultierenden RPA-Amplifikate ausreichend markiert werden, um
deren Fluoreszenzsignale detektieren zu kénnen. Hier zeigte sich, dass bei 800 ms Signale detektiert
werden konnten (Abb. 40). Allerdings waren diese relativ schwach, obwohl die Belichtungszeit auf 800

ms hoch gesetzt wurde.
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— Referenzsystem

t
blakPC

blaOXA-48

]
Cy5-FluoReader-Auswertung Cy5-FluoReader-Auswertung
Stamm: Nord8 Target: blaKPC Stamm: Nordl Target: blaOXA-48
Array: 016092 Carb Detect 2 AT2-Tubes Array: 016092 Carb Detect 2 AT2-Tubes

Abb. 40: Cy5-FluoReader-Auswertung mit RPA-Amplikon.

Die Abbildung zeigt bearbeitete Mikroarray-Bildaufnahmen, die mit der ICONOCLUST-Software aufgenommen
wurden. Zur besseren Erkennung wurde das Referenz-System, da es nicht selbst fluoresziert, rot eingerahmt. Die
blau-markierten Pfeile kennzeichnen den fluoreszierenden Spot des jeweiligen Ziel-Genes, (A) blaKPC und (B)
blaOXA-48. (Bildquelle: Daniel Weil})

5.5.2 Versuche in der PCR-Kartusche

Nachweis iiber CMA-Reaktion

Beim Nachweis des KPC-Amplifikats aus der vorangegangenen RPA-Reaktion lber die CMA-Detektion,
wurde ein Signalabfall im Vergleich zu den Signalen von gad und blaKPC, welche keine DNA im
Reaktionsansatz beinhalteten, ersichtlich (Abb. 41). Die ersten 41 Zyklen fand hier eine Hybridisierung
bei 50 °C statt, bei dem alle 30 s eine Aufnahme gemacht wurde. Es zeigte sich, dass liber die Zeit mehr
Reporter an die die DNA-Sonden binden und sich somit die Signalintensitat erhéht, wenn kein Amplifikat
in der Reaktion vorhanden ist, welches ebenfalls an die DNA-Sonden binden kann. Daher sind bei gad
und blaVIM jeweils ein Anstieg zu verzeichnen. Bei blaKPC kommt es hier jedoch zu einem Signal-Abfall
Uber die Zeit, da immer mehr Amplifikat die Reporter wegfangt, als auch der Komplementarstrang die
DNA-Sonden bindet. Noch deutlicher wird es nach 41 Zyklen, wenn ein Denaturierungsschritt bei 95 °C
erfolgt. Es schmelzen alle Doppelstrangbindungen auf und die Reporter sowie das Amplifikat bindet
erneut an die DNA-Sonden. Der Abstand zwischen den Bildern nach dem Denaturierungsschritt betragt

10 min, weshalb der Unterschied offensichtlicher zu erkennen ist.
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Abb. 41: Zeitreihenanalyse einer CMA-Reaktion mit RPA-Amplifikat (b/laKPC)

Dargestellt sind die Signalauswertungen einzelner Bilder der ICONOCLUST-Software. Die ersten 40 Bilder zeigen
eine Bildaufnahme alle 30 s bei einer Hybridisierungstemperatur von 50 °C. AnschlieRend erfolgte ein
Denaturierungsschritt bei 95 °C (Bild 42) und erneuter Hybridisierung bei 50 °C. Bild 43 wurde 10 min nach der
Denaturierung aufgenommen, wodurch auch der starke Anstieg erklart wird. Es zeichnet sich fiir KPC gegeniiber
den anderen Signalen ein deutlicher Signalabfall ab, der auch nach dem Denaturierungsschritt nach 41 Bildern noch
einmal verstarkt ersichtlich ist, was darauf schlieBen lasst, dass Giber RPA gebildetes Amplikon die Reporter vom
Chip verdrangt bzw. weggefangen werden vom Komplementarstrang.

Nachweis iiber direkte Fluoreszenz-Detektion

Bei dem Hybridisierungsversuch des blaKPC-Amplifikates aus der RPA-Reaktion in der PCR-Kartusche
wurde ersichtlich, dass bei den ersten 41 Zyklen bzw. Bildern eine leichte Hybridisierung zu sehen ist,
jedoch bis zum Denaturierungsschritt bei Zyklus 42 keine weitere Verdanderung zeigt (Abb. 42). Nach der
Denaturierung ist jedoch ein starker Anstieg der Signalintensitat zu verzeichnen, was bedeutet, dass auch

eine direkte Fluoreszenz-Detektion bei der RPA-Anwendung in der Kartusche maoglich ware.
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Abb. 42: Fluoreszenz-Detektion in der Kartusche mit Cy5-markierten RPA-Amplifikat (b/aKPC)
Zeitreihenanalyse einer direkten Fluoreszenz-Detektion mit Cy5-markierten blaKPC-Amplifikat. Dargestellt sind die
Signalauswertungen einzelner Bilder der ICONOCLUST-Software. Die ersten 40 Bilder zeigen eine Bildaufnahme alle
30 s bei einer Hybridisierungstemperatur von 50 °C. AnschlieRend erfolgte ein Denaturierungsschritt bei 95 °C (Bild
41) gefolgt von einer erneuten Hybridisierung bei 50 °C. Bild 43 wurde 10 min nach der Denaturierung
aufgenommen. Nach einem leichten Hybridisierungssignal zeichnet sich nach der Denaturierung nach 41 Bildern
ein starker Anstieg der Signal-Intensitat ab.
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6. Diskussion

6.1 Molekulare Diagnostik
6.1.1 Welche Anforderungen sollte ein molekularer Schnelltest erfiillen?

Carbapenemase-produzierende Organismen sind eine globale Herausforderung, die Anstrengungen in
der Landwirtschaft, der Mikrobiologie, der Medizin und der offentlichen Gesundheit erfordern.
Insbesondere stellen sie ein internationales Problem fiir das Gesundheitssystem dar und wurden somit
von der WHO 2017 in die Liste der arzneimittel-resistenten Pathogene mit hochster Prioritat
aufgenommen (Tacconelli et al. 2018). Durch den vermehrten Gebrauch von Carbapenemen zur
Behandlung von ESBL-basierten Infektionen ist abzusehen, dass die Pravalenz sowie die Anzahl der
Carbapenemase-Gene in den nachsten Jahrzehnten noch weiter ansteigen wird. Die Entwicklung neuer
Antibiotika sowie Therapie-Ansatze mit verschiedenen Kombinationen bereits bekannter Antibiotika,
Beta-Lactamase-Inhibitoren oder Bakteriophagen sind mogliche Herangehensweisen, um gegen diese
Erreger vorzugehen (Cebrero-Cangueiro et al. 2018, Fredborg et al. 2017, Jacobs et al. 2017, Jansen et
al. 2018, Morici et al. 2017). Ein weiterer Ansatz zur Bewaltigung dieses Problems ist die Einflihrung von
molekularen Nachweissystemen, die eine Hilfestellung fir Therapie-Ansdtze geben und bei der
Umsetzung von MaBnahmen zur Infektionskontrolle, insbesondere in dezentralisierten

Gesundheitseinrichtungen, helfen kénnen.

Molekulare Methoden, wie PCR und verschiedene Arten der Next Generation Sequenzierung (NGS),
konnten fir Laborstudien, der Bestdtigung und ldentifizierung von Carbapenemasen in auffalligen
Isolaten sowie bei der molekularen Typisierung zur Untersuchung von Ausbriichen niitzlich sein. Aber
der Bedarf an geschultem Personal, hochentwickelten Instrumenten sowie die Tatsache, dass diese
Methoden eine aufwendige und komplexe Probenvorbereitung erfordern, lassen sie fir

Screeningverfahren direkt am Patienten ungeeignet erscheinen (Michael Dunne et al. 2018).

Hier werden molekulare Nachweissysteme benétigt, die einerseits zuverldssig, schnell und sehr
kostenglinstig, andererseits sensitiv genug sind, um Carbapenemase-Gene in Gram-negativen Bakterien
direkt aus Patientenproben (z.B. Rektalabstriche) nachzuweisen. Fir die Prozessierung sollten
Einwegkartuschen verwendet werden, um zum einen den Kontakt mit potenziell infektisem Material
gering zu halten und zum anderen um eine Kontamination mit amplifizierter DNA zu verhindern und
somit falsch-positiven Testergebnissen vorzubeugen. Zudem sollte die Handhabung sehr einfach
gehalten sein, sodass auch nicht fachkundiges Personal diese Arbeiten durchfiihren kann. Dazu zahlt
auch, dass die verwendete Plattform einfach zu bedienen sein muss und somit ohne komplexe
Laborinfrastruktur auskommt. Alle notwendigen Prozesse sollten daher nach Mdglichkeit innerhalb
eines Gerates erfolgen. Ein weiterer Punkt ist eine schnelle Adaptierbarkeit des Testsystems an neue
Zielgene, um sich schnell an aktuelle epidemiologische Situationen anpassen zu kénnen. Da aus

zeitlichen Griinden keine Vorkultivierung stattfindet, miissen diese Tests mit sehr kleinen Keimzahlen
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arbeiten kénnen und in der Lage sein, storende Komponenten, wie Huminstoffe oder Zelltrimmer, die

die Amplifizierung sowie die Detektion beintrachtigen kénnten, durch vorherige Prozesse zu eliminieren.

Solche einfach zu handhabenden POC-Systeme kénnen somit fiir die Infektionskontrolle, Uberwachung
und Pravention entscheidend sein. Trotz der vielen Vorteile ist zu beachten, dass molekularbiologische
Testsysteme nicht die phdnotypischen Standardmethoden ersetzten kdnnen, da der Nachweis eines
Resistenzgens noch keine Aussage Uber dessen Expression zuldsst und somit nicht mit einer
Sensibilitatstestung gleichzusetzen ist. AuBerdem ist die Anzahl der nachzuweisenden Resistenz-Gene
immer begrenzt und kann daher nicht ausschliel3en, dass nicht trotzdem ein Carbapenem-resistenter
Phanotyp vorherrscht, auch wenn kein Carbapenemase-Gen nachgewiesen wurde. Ebenso kdnnen auch
andere Faktoren wie Efflux-Pumpen oder Porin-Verlust einen Carbapenem-resistenten Phadnotyp

hervorrufen (Doumith et al. 2009, Martinez-Martinez et al. 1999, Nordmann et al. 2012).

Trotzdem kénnen molekulare Nachweis-Tests eine Hilfestellung geben fiir die Wahl eines moglichen
Therapie-Ansatzes, bis die Ergebnisse der zeitaufwendigen kulturbasierenden Methoden (Analysezeit: in
der Regel 2-3 Tage) (Savage et al. 2016) eine klare Aussage zulassen. Zudem konnen aufgrund der
molekularbiologischen Daten bereits schneller geeignete MalRnahmen ergriffen werden, um etwaige

Ausbriiche zu vermeiden und einzudédmmen.

6.1.2 Welche Herausforderung stellen die Carbapenemase-Gene dar?

Da es nicht moglich ist, alle weltweit vorkommenden Carbapenemase-Gene in einem Nachweis-Test zu
detektieren und regional mitunter starke Unterschiede in der Pravalenz einzelner Carbapenemase-Gene
bestehen, wurde fiir diese Prototypkartusche die vier global pravalentesten Carbapenemase-Gene

ausgewahilt.

Die Prototyp-Kartusche ist ein molekularbiologisches Testsystem, bei dem Carbapenemase-Gene Uber
eine PCR/CMA-Reaktion detektiert werden. Das Problem beim Nachweis von DNA besteht darin, dass
die gesuchten Gene mitunter sehr hohe Variabilitadt in ihrer Nukleotid-Sequenz aufweisen kénnen und
somit viele allelische Varianten (blaKPC: 41, blaNDM: 26, blaVIM: 64 und blaOXA-48: 31) existieren, die

nach Moglichkeit alle abgedeckt werden missen.

Hinzu kommt, dass die Anzahl der allelischen Varianten aufgrund natirlicher Mutationen mit der Zeit
zunehmen werden und auch neue Carbapenemase-Gene auf der Bildflache erscheinen kénnen. Somit
konnen Nachweistests aufgrund veralteter Primer- und Sonden-Sequenzen nach ein paar Jahren bereits
nicht mehr dem aktuellen epidemiologischen Stand entsprechen. Aus diesem Grund muss bei DNA-
basierenden Nachweissystemen stetig auf die Aktualitdt der jeweiligen Targets geachtet werden und die

Testplattformen dafiir ausgelegt sein, sich schnell auf Anderungen einstellen zu kénnen.

Die groRe Variabilitdt auf der DNA-Ebene, die ganz natirlich durch Mutationen entsteht, macht den
Nachweis einer Resistenz basierend auf spezifischen DNA-Sequenzen sehr schwierig. Im Vergleich dazu

sind Mutationen in der Protein-Struktur aufgrund der Redundanz in der Triplet-Kodierung seltener, was
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mitunter auch bedeutet, dass die Funktion des Proteins durch die Mutationen nicht unbedingt
beeinflusst wird. Generell sind aber funktionell wichtige Bereiche des Proteins in der Regel stark
konserviert, weshalb diese auf DNA-Ebene gut fir das Primer- und Sonden-Design genutzt werden
konnen. Fiir das Design wird nach speziellen Konsensus-Sequenzen gesucht, also Bereiche der DNA-

Sequenz, die bei moglichst allen allelischen Varianten eines Zielgens identisch sind.

Die Suche dieser Bereiche gestaltete sich jedoch nicht immer einfach. Wahrend bei blaKPC und blaNDM
in den allelischen Varianten nur Sequenzunterschiede von maximal 1 % bis 1,27 % auftraten und damit
sehr einfach geeignete Bereiche gefunden werden konnten, war die Suche nach Konsensus-Sequenzen
bei blaVIM mit maximal 72,19 % Sequenzunterschied weitaus schwieriger. Das filihrte dazu, dass
mitunter nicht fir alle allelischen Varianten geeignete Konsensus-Sequenzen gefunden werden konnten.
Hier konnte entweder mit degenerierten Sequenzen gearbeitet oder bestimmte Varianten aufien
vorgelassen werden, wenn diese epidemiologisch selten auftraten und somit vernachlassigt werden
konnten. Im Fall von blaVIM wurden alle Varianten der blaVIM-7-Subgruppe (blaVIM-7 und blaVIM-63)
nicht mitbertcksichtigt, da diese nur sehr selten vorkommen, aber im Vergleich zu den anderen blaVIM-
Varianten die grofRten Sequenzunterschiede zeigten. Alle anderen allelischen Varianten wiesen nach
Ausschluss der blaVIM-7-Subgruppe untereinander nur noch einen Sequenzunterschied von 12,32 % auf,
was die Suche nach geeigneten Sequenzen wesentlich vereinfachte. Der Sequenzunterschied der

blaOXA-48 Subgruppe lag mit maximal 17,18 % in einem dhnlichen Bereich.

6.1.3 Vor- und Nachteile des Kartuschen-Detektionssystems

Die Analyzer-Plattform von Abbott mit dem PCR/CMA-Detektionsverfahren kombiniert einige Vorteile
einer rt-qPCR und der offenen Abbott Mikroarray-Technologie-Plattform. Durch die Zeitreihen-Analyse
kénnen, wie bei der rt-qPCR, die Cr-Werte fir die jeweiligen Zielgene berechnet werden, was eine
Quantifizierung der Carbapenemase-Gene Uber eine Eichgerade erlaubt. Auch wenn bei einer rt-qPCR
die Kurven in Echtzeit verfolgt werden koénnen, ist das mit dem Analyzer nicht mdglich, da die
Berechnung der Graphen erst nach dem Lauf erfolgt und auf dem Analyzer selbst nicht ausgegeben
werden. Fir die klinische Diagnostik ist dies jedoch nicht notwendig, da hier nur die finalen Ergebnisse
entscheidend sind. Im Gegensatz zur offenen Mikroarray-Technologie-Plattform, wo durch Einsatz einer
Primerverlangerungsreaktion (lineare PCR) eine Vorkultivierung unumganglich ist, wird bei der
PCR/CMA-Methode mit einer exponentiellen PCR gearbeitet. Dadurch kann auch sehr wenig Template-
DNA nachgewiesen werden, wovon bei Patientenproben, wie Blut, ausgegangen werden muss. Die
meisten Nachweissysteme, die auf einer rt-qPCR basieren, arbeiten mit TagMan-Sonden, wodurch
aufgrund der begrenzten Fluoreszenz-Kanale aber nur eine geringe Menge an Ziel-Genen nachgewiesen
werden kénnen. Bei der PCR/CMA-Detektion hingegen kommt, wie bei der offenen Plattform ein
Mikroarray zum Einsatz, bei dem zum Nachweis der Resistenz-Gene eine Vielzahl von DNA-Sonden
verwendet werden kdnnen. Dies bietet nicht nur den Vorteil, dass mehr Resistenz-Gene nachgewiesen

werden kdnnen, sondern auch, dass sich dieses System durch das Spotten neuer DNA-Sonden schnell an
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epidemiologische Anderungen anpassen kann. Es ist somit theoretisch méglich eine dhnlich groRe Zahl
an Resistenz-Genen nachzuweisen, wie auf den DNA-Mikroarrays der offenen Plattform. Praktisch
jedoch muss erwdhnt werden, dass im Gegensatz zur offenen Plattform, wo nur eine
Primerverlangerungsreaktion Uber Rickwartsprimer stattfindet, bei einer exponentiellen PCR die
Sensitivitdt mit Anstieg der nachzuweisenden Zielgene abnimmt. Dies ist der groBeren Anzahl an
Oligonukleotiden in der Reaktion geschuldet, da Vorwarts- und Rickwarts-Primer verwendet werden.
Das Vorhandensein von anderen Oligonukleotiden, wie DNA-Sonden und Reporter, spielt dabei ebenfalls
eine Rolle. Dadurch besteht eine hohere Wahrscheinlichkeit, dass es zu Bindungsreaktionen der Primer

untereinander sowie auch zwischen Primer und DNA-Sonden/-Reportern kommt.

AuBerdem besteht, wie bei jeder PCR, durch die hohere Anzahl unterschiedlicher Oligonukleotide auch
die Moglichkeit, dass DNA-Artefakte synthetisiert und amplifiziert werden. Diese verbrauchen zum einen
zusatzliche Ressourcen in der PCR-Reaktion und kdnnen somit sogar die Amplifizierung von
Carbapenemase-Genen, die nur in wenigen Kopien in der Reaktion vorliegen, Uberschatten und
unterdriicken. Weiterhin besteht die Moglichkeit, dass die gebildeten Artefakte durch Bindung an DNA-
Sonden zu falsch-positiven Signalen fiihren konnen. Deshalb muss darauf geachtet werden, nur so viele
Zielgene auszuwadhlen, dass die Sensitivitdt des Tests moglich wenig beeintrachtigt wird. Aus diesem
Grund wurden fir diese Machbarkeitsstudie erst einmal nur die wichtigsten vier Carbapenemasen

fokussiert, um die Prototyp-Kartusche zu entwickeln und spater das Resistenz-Panel noch zu erweitern.

Zwar bietet das Zusammenspiel von PCR und Detektion in der gleichen Reaktionskammer den Nachteil,
dass die Primer auch mit den Reportern und den DNA-Sonden theoretisch wahrend der PCR-Reaktion
interagieren kénnen, aber der Vorteil liegt in der schnellen Detektion vor Ort, ohne dass die Fliissigkeiten
nach jedem Zyklus in eine andere Kammer gepumpt werden missen. Die CMA-Reaktion ist theoretisch
sogar sensitiver als eine rt-gPCR. Das ist dem geschuldet, dass das gebildete Amplikon nicht nur die
Bindungsstellen fur die Reporter an den DNA-Sonden blockiert, sondern auch dass der Amplikon-
Gegenstrang an die in der Losung befindlichen Reporter bindet und somit eine Bindung an die DNA-
Sonden verhindert. Es wird neben dem Blockieren der Bindestellen auch die Reporterverfiigbarkeit
gesenkt, was in der Theorie zu einem starkeren Signalabfall fiihrt, als wenn (iber eine rt-gPCR nur der
Anstieg der direkten Amplifizierung detektiert wird. Kleinere Anderungen im Kurvenverlauf wihren

somit theoretisch besser sichtbar.

Im Umkehrschluss kénnten theoretisch aber auch die Reporter wahrend der Annealingphase partiell den
Komplementarstrang der Template-DNA binden, wodurch entweder die Amplifizierung selbst behindert
wird oder durch die Exonuklease-Aktivitat der Tag-Polymerase der Reporter direkt abgebaut wird, was
ebenfalls die Reporterverfliigbarkeit senken wiirde. Deswegen wurde in dieser Studie eine Tag-
Polymerase verwendet, die keine Exonuklease-Aktivitdt besitzt. Ebenso kann theoretisch auch die

Template-DNA an die auf dem Chip befindlichen DNA-Sonden binden.
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6.1.4 Werden die Anspriiche in Hinblick auf Sensitivitdt und Gesamtlaufzeit erfiillt?

Molekulare Nachweisverfahren missen besonders drei wesentliche Kern-Punkte erfillen: Sie miissen
zuverlassig sein, moglichst kurze Prozessierungszeiten aufweisen und eine hohe Sensitivitat bei der
Detektion der Zielgene aufweisen. Denn diese Faktoren spielen eine wesentliche Rolle in der klinischen
Diagnostik, da sie zwischen Leben und Tod eines Patienten entscheiden kdnnen. In der hier vorgestellten
Machbarkeitsstudie konnte die Prozessierungszeit und Sensitivitdt so optimiert werden, dass diese mit

derzeit auf dem Markt verfligharen Produkten vergleichbar sind.

Durch Optimierungen der PCR-Bedingungen konnte die Laufzeitzeit der PCR von urspriinglich 96 min auf
37 min reduziert werden, wodurch die Gesamt-Analysezeit von unter einer Stunde (58 min) realisiert
werden konnte. Gleichzeitig konnte die Sensitivitdt des Assays auf eine verldssliche untere
Nachweisgrenze aller vier Carbapenemase-Gene (blaKPC, blaNDM, blaOXA-48 und blaVIM) von 200 CFU
pro Reaktion verbessert werden. Die Ergebnisse der entwickelten Prototyp-Kartusche zeigen somit eine

gute Vergleichbarkeit zu anderen kommerziell erhaltlichen Produkten.

Beispielsweise ist der Xpert® Carba-R Assay von Cepheid in der Lage, die Carbapenemase-Gene blaKPC,
blaNDM, blaVIM, blaOXA-48 und blaIMP mit Zellzahlen von nur 100 CFU innerhalb von 48 Minuten
nachzuweisen (40). Aufgrund der Verwendung eines rt-qPCR-Systems mit einer begrenzten Anzahl von
Farbkanalen als Nachweismethode kann dieses System jedoch nicht ohne weiteres an eine hoéhere

Anzahl von Zielgenen angepasst werden ohne die Reaktion aufzusplitten.

Der Novodiag® CarbaR+-Test von Mobidiag ist, wie der hier entwickelte Prototyp ein Nachweisverfahren
auf Kartuschenbasis unter Verwendung des Novodiag®-Systems als Plattform. Er ist in der Lage, zehn
verschiedene Zielgene (blaKPC, blaNDM, blalMP, blaVIM, blaOXA-23, blaOXA-24, blaOXA-48/181,
blaOXA-51, blaOXA-58 und mcr-1) durch die Kombination von Microarray-Technologie und rt-gPCR
nachzuweisen. Die Gesamtlaufzeit betragt dabei ungefdahr 80 Minuten und die untere Nachweisgrenze

betragt 200 GE.

Der Check-Points Check-Direct CPE®-Test ist ein rt-qPCR-Kit ohne ein bestimmtes Gerdt oder
Kartuschensystem. Er erfordert ein voll ausgestattetes Labor und geschultes Personal, weshalb er nicht
fiir eine klinische Umgebung geeignet ist. Das Verfahren bendtigt zwei Stunden Zeit, und die Zielgene

sind genau dieselben, wie im vorliegenden Prototyp.

Die Resultate aus der Evaluierungsstudie der Prototyp-Kartusche liegen somit in einem &dhnlichen
Bereich, wie die hier vorgestellten kommerziellen Nachweis-Systeme. Es sollte jedoch noch einmal
erwahnt werden, dass es sich in dieser Arbeit um eine Machbarkeitsstudie handelt und der hier
vorgestellte Prototyp kein marktreifes Endprodukt darstellt. Die Prototyp-Kartusche besitzt jedoch noch
Potential fiir weitere Optimierungen, bei denen die Performance verbessert sowie auch das

Resistenzpanel noch erweitert werden kann.
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6.2.1 Vergleich Mikroarray und rt-qPCR

Die Mikroarray-Plattform hat sich in den letzten Jahren stetig weiterentwickelt und ist mittlerweile fester
Bestandteil in vielen molekularbiologisch versierten Laboren. Im Gegensatz zur rt-qPCR, die in MP-
Ansatzen in der Regel unter 10 Ziel-Gene unterscheiden und nachweisen kann, ist diese Technologie, je
nach Design des Mikroarrays, in der Lage tber 100 unterschiedliche Ziel-Gene zu detektieren. Dies macht
sie besonders fiir epidemiologische Fragegestellungen sehr interessant, da hier auch allelische Varianten
wichtiger Ziel-Gene unterschieden werden kénnen. Auch der Nachweis verschiedener Speziesmarker-,
Resistenz- und Virulenz-Gene ist dabei von groBfem Interesse. Diese Technologie ist zudem sehr
kostengiinstig, einfach zu handhaben und weitaus weniger zeitintensiv im Vergleich zu
kulturbasierenden Methoden (Abschnitt 1.5). Sie kann sowohl| auf DNA- als auch auf Protein-Ebene

angewendet werden, wodurch sich ein breites Spektrum an Anwendungsmoglichkeiten ergibt.

Bei der Mikroarray-Technologie der offenen Plattform erfolgt eine lineare Amplifikation bei der nur
antisense DNA-Strange synthetisiert werden, deren Sequenzen komplementdr zur jeweiligen
gespotteten Sonden-Sequenz ist. Dies hat den Vorteil, dass theoretisch unbegrenzt viele Ziel-Gene
detektiert werden konnen, aber auch den Nachteil, dass im Gegensatz zu einer exponentiellen PCR,
relativ viel DNA fir die Amplifikation eingesetzt werden musste, da die antisense DNA-Strange im
folgenden Amplifikationszyklus ihrerseits nicht als Template dienen kénnen. Fiir die genotypischen
Analysen, die in dieser Arbeit durchgefiihrt wurden, stellte dies jedoch kein Problem dar, da ausreichend
DNA tber kulturelle Anzucht gewonnen werden konnte. Fiir die Anwendung in einem Schnelltest, der
mit nativen Proben arbeitet, wo nur wenig Zielgen-DNA zu erwarten ist, ist die Amplifizierung Gber eine

Primerverlangerungsreaktion (lineare PCR) nicht wirklich geeignet.

Hierflir ware wiederum die rt-qPCR eine gute Methode, welche auch in vielen molekularen Schnelltest
auf dem Markt angewendet wird. Sie besitzt einige Vorteile gegenliber einer PCR. Der wichtigste davon
ist, dass die Amplifikation in ,Echtzeit” (engl. real-time) beobachtet werden kann, da nach jedem
Amplifikationszyklus erzeugte Fluoreszenzsignale detektiert werden, was nachfolgende Analyse-Schritte
(z.B. Gel-Elektrophorese) mit dem gebildeten Amplikon einspart. Die Darstellung der gemessenen
Fluoreszenz erfolgt hierbei jedoch nicht in Zeiteinheiten, sondern in Zyklen, welche als Grafik
zusammengefasst werden. Sie ist ein nltzliches Werkzeug fir die Optimierung der PCR, da anhand der
Amplifikations-Kinetik Riickschliisse auf die PCR-Performance geschlossen werden und Anderungen
verschiedener Parameter anhand der Grafik interpretiert werden kdnnen. Ein weiterer Vorteil dieser
Methode ist, dass auch sehr kleine Mengen an Template-DNA nachgewiesen werden kénnen. Dies
konnte vor allem in der klinischen Diagnostik sehr wichtig sein, wenn nur wenig DNA-Material fir einen
Test zur Verfligung steht. Der einzige Nachteil besteht in der Limitierung der verfiigbaren Farbkanale,

was die Anzahl der moglichen Zielgene innerhalb einer Reaktion drastisch einschrankt.
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6.2.2 Unterschiede zwischen Phénotypisierung und Genotypisierung

Werden die Ergebnisse der Phanotypisierung mittels VITEK-2 mit der Genotypisierung mittels rt-qPCRs
verglichen, so fallt auf, dass bei der Spezies-rt-qPCR eine Konkordanz von 100 % erreicht wurde. Bei der
Carbapenemase-rt-qPCR hingegen wurde nur eine Konkordanz von 95,5 % (n = 126/132) erreicht. Hier
zeigten 4 Stamme im VITEK-2 eine Carbapenem-Resistenz, obwohl mittels DNA-Mikroarray und
Carbapenemase-rt-qPCR kein Carbapenemase-Gen nachgewiesen werden konnte. Griinde hierfir
kénnen sehr unterschiedlich sein. Es ist denkbar, dass die Carbapenem-Resistenz auf andere Resistenz-
Mechanismen, wie Effluxpumpen und/oder Porinverlust, zurlickzufihren ist (Doumith et al. 2009,
Martinez-Martinez et al. 1999, Nordmann et al. 2012). Es kdnnte sich jedoch auch um unbekannte
Carbapenemase-Gene handeln oder um Carbapenemase-Gene oder Gen-Varianten, die nicht mit dem
DNA-Mikroarray abgedeckt werden. Auch wenn der DNA-Mikroarray eine groRere Zahl an Ziel-Genen
nachweisen kann als eine rt-qPCR, so ist dennoch die Anzahl der Targets auf ein festgelegtes Set limitiert

(Braun et al. 2018, Braun et al. 2014).

Weiterhin zeigten in der Phanotypisierung zwei Stamme keine Carbapenem-Resistenz, obwohl (ber
Genotypisierung jeweils ein Carbapenemase-Gen (blaOXA-48 und blaOXA-55) nachgewiesen werden
konnte. Die Ursache kénnte darin begriindet sein, dass das jeweilige Gen zwar vorhanden ist, aber kein
aktives Enzym bildet, dass in der Lage ist Carbapeneme zu hydrolisieren. Hier kdnnte eine Insertion einer
DNA-Sequenzin den Protein-kodierenden Bereich entweder eine Verschiebung des open reading frames
(ORF) herbeigefuhrt oder die entstehende Protein-Sequenz so verandert haben, dass es kein oder nur
ein teilweise funktionelles Protein bildet. AuRerdem kdnnten Mutationen im Promotorbereich dazu
fiihren, dass dieser inaktiviert wird und somit die Transkription nicht initiieren kann. Mutationen im
protein-kodierenden Bereich kdnnen ebenfalls zur Inaktivitat des Proteins fihren. Die Ursachen kénnen

sehr unterschiedlich sein.

6.3. Ist RPA als alternative Amplifizierungsmethode geeignet?

RPA ist eine isothermale Amplifizierungsmehode, welche relativ neu auf dem Markt ist. |hr Vorteil
besteht darin, dass die Reaktion ohne Temperaturdnderungen auskommt und das Reaktionsoptimum
zwischen 37 °Cund 42 °C liegt. Damit lasst sie sich technisch einfacher umzusetzen als die klassische PCR.
Ein weiterer groRer Vorteil dieser Methode ist, dass die Amplifizierung hochprozessiv ist und in weniger
als 10 min ausreichend Amplifikate fir weitere Analysen entstehen. Unter den gewahlten Bedingungen
waren bereits nach 5 min 80 % der Reaktion abgelaufen. Durch die Rekombinase, die immer den
komplementadren Gegenstrang sucht, ist diese Methode auch sehr spezifisch und sensitiv. Jedoch gibt es
auch Beschrankungen. Diese Methode eignet sich nur bei Reaktionen mit mindestens einem
gegenlaufigen Primerpaar je Zielgen. Sie kann nicht fir Arbeiten mit nur einem Primer je Target
durchgefiihrt werden, wie es in Form der Primerverlangerungsreaktion (lineare PCR) in den Kits auf der
offenen Plattform angewendet wird. Bei der linearen PCR begrenzt die Elongationszeit je Zyklus, wie lang

das synthetisierte Fragment maximal werden kann, bevor durch den Denaturierungsschritt des
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darauffolgenden Zyklus die Amplifizierung des Stranges unterbrochen wird. Bei der RPA-Reaktion mit
nur einem Primer je Zielgen wiirde die Amplifizierung so lang weiter laufen, bis entweder das Ende des
Stranges erreicht wird oder alle Ressourcen fir die Synthese aufgebraucht waren. Es kénnte aber auch
sein, dass bei einer RPA mit zwei Primern je Zielgen aufgrund einer oder mehrerer Punktmutationen an
einer der beiden Primer-Bindestellen, diese durch die Rekombinase nicht erkannt wird. Dies fiihrt dazu,
dass zum einen sehr lange Fragmente entstehen und der Ressourcen-Verbrauch dadurch sehr hoch ist.
Zum anderen wird nur ein Strang mit dem Zielgen synthetisiert, weshalb keine exponentielle
Amplifikation erfolgt und somit eine geringere Sensitivitdt zu erwarten ist. Trotzdem besticht diese
Methode durch ihre Schnelligkeit, Sensitivitat und ihre einfachen technischen Anforderungen, welche

fir die Anwendung in einem molekularen Schnelltest sprechen.

Die Ergebnisse haben gezeigt, dass zumindest in den SP-Reaktionen die Sensitivitdt sehr hoch ist. Mit
steigender Anzahl mehrerer unterschiedlicher Primer scheint die Sensitivitat jedoch stark zu sinken. Hier
ist noch eine Optimierung im Primer-Design notwendig. Das Primer-Design wurde von TWISTX vor Ort
durchgefihrt. Es wird empfohlen, dass die Primer moglichst mehr als 30 Basen besitzen, um die Spezifitat
zu erhéhen. Dies konnte gerade bei Genen wie blaVIM oder blalMP aber zum Problem werden, da diese
nur wenige und zudem nur sehr kleine konservierte Bereiche aufweisen. Der Vorteil hier ist jedoch, dass
die Primer nicht vom GC-Gehalt oder der Schmelztemperatur abhangig sind, da die Primerbindung durch
die Rekombinase erfolgt. Dies kann technische Umsetzung in moglichen Schnelltestanwendungen

deutlich erleichtern.

6.4. Warum wurden Bakterien-Pellets verwendet?

Fir die Inokulationsversuche mit Zellen in der Kartusche wurden spezielle Bakterien-Pellets der vier
Referenz-Stamme hergestellt. Dies war notwendig, da die Alere q Analyzer nicht im S2-Labor stehen und
somit nicht mit lebenden Carbapenemase-bildenden Stammen gearbeitet werden konnte. Zudem gab
es auch noch weitere Vorteile. Alle Pellets wurden aus einer groReren Ausgangskultur hergestellt und
wurden auf eine standardisierte Zellzahl (10’7 CFU/Pellet) eingestellt. Daher bestanden kaum
Unterschiede zwischen Pellets der gleichen Kultur. Dies ermoglichte einen exakten Vergleich mehrerer
Versuchsreihen untereinander. Da es sich um sterile Bakterien-Pellets handelt, konnen diese in jedem
Labor verwendet werden und unterliegen somit keiner Beschrankung eines Sicherheitsbereiches.
AuRerdem entfallt die tagliche Neukultivierung im Sicherheitslabor. Durch die Pasteurisierung bei 60 °C
werden die Zellen inaktiviert bleiben jedoch intakt und die Pellets sind bei einer Lagerung unter einer
Argon-Schutzatmosphiare bei 4 °C fiir mindestens 6 Monate nutzbar. Dies ermdglicht es, die Bakterien-
Pellets als interne Prozesskontrolle (IPC) spater in die Kartuschen zu verbauen, wodurch der komplette
Prozess von der Lyse, Uber das Fangen und Reinigen der DNA sowie auch die anschlieRende CMA-

Reaktion Uberprift werden kdnnen.
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In dieser Arbeit sollte die Entwicklung eines Multi-Parameter-Schnelltests auf Basis der m-PIMA-
Plattform vorangetrieben werden. In der Machbarkeitsstudie konnte gezeigt werden, dass das
Kartuschen-Konzept funktioniert und somit DNA von Carbapenemase-Genen auch aus Stuhlproben
erfolgreich lysiert, gefangen, amplifiziert und detektiert werden kann. Es war moglich, die Ziel-Gene bis
zu einer unteren Nachweisgrenze von 100 GE je Ansatz zu detektieren, und es konnte eine
Detektionsrate von 88,2 % (n = 209/237) erreicht werden. Alle Teilprozesse, die in der Kartusche
ablaufen sollen, wurden zuerst auBerhalb der Kartusche getestet und optimiert, bis sie final in der
Kartusche etabliert werden konnten. Dafiir wurde zum einen die rt-qPCR als Modellsystem etabliert. Die
Spezies- und Carbapenemase-rt-qPCR wurden fiir die Optimierung der PCR verwendet. Sie kdnnen
jedoch auch als eigenstandiger Nachweistest direkt fiir Kulturen von Platte oder Fliissigkultur verwendet
werden. Die Arbeiten zu den beiden rt-gPCRs Nachweissystemen wurden bereits publiziert (Weiss et al.

2017, Weiss et al. 2019).

Auch wenn die Machbarkeitsstudie bereits sehr gute Ergebnisse zeigt, ist die Prototyp-Kartusche noch
nicht marktreif und muss weiter optimiert werden. Jedoch sind die Ergebnisse mit bereits vorhandenen
oder vermarkteten Produkten vergleichbar. Ziel der Machbarkeitsstudie war es zu zeigen, dass das
m-PIMA-Kartuschensystem, welches eigentlich fir Blut und Plasma konzipiert wurde, auch auf andere
native Proben angepasst werden kann und dass es moglich ist nicht nur Virus-RNA zu detektieren,
sondern auch bakterielle DNA. Das etablierte System zum Fangen der DNA basierend auf pH-abhangiger
Anderung der Ladung der Fiangerbeads konnte erfolgreich fiir die Fragestellung angewandt werden.
Damit wurde das Proof-of-priciple fiir ein breiteres Spektrum an zukiinftigen Anwendungen erbracht. Es

konnte zudem gezeigt werden, dass auch RPA als mogliche Amplifizierungsvariante in Betracht kommt.

Damit war die Machbarkeitsstudie erfolgreich und der entwickelte Schnelltest kénnte nach weiterer
Optimierung und einer evtl. Anpassung des Resistenz-Panels an die aktuelle Resistenzlage in einen
vollwertigen Produkt miinden. Ein solcher molekulare Schnelltest kdnnte einen wichtigen Beitrag im
Kampf gegen die stetig wachsende Gefahr durch Carbapenemase-resistente Erreger leisten und somit

vielen Menschen das Leben retten.
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9. Anhang

9. Anhang

9.1 erganzende Abbildungen und Tabellen
9.1.1 Gen-Gruppierung der Carb Detect Mikroarrays

Tab. 63: Gruppierung aller nachweisbaren Gene auf dem Carb Detect AS-2 Mikroarray
Gruppierung Ziel-Gene

Familie-, Gattung- und Carb Detect AS-1 und AS-2:
Spezies-spezifische Gene basC, cfa, dnak, ecfX, efp, gad, ihfA, khe, pld
(13)

Carb Detect AS-2:

invA, ipaH9.8, lacY, rrs

Carbapenemase-Gene (38) | Carb Detect AS-1 und AS-2:

blaGIM (consensus), blalMP (consensus), blaIMP25 (blaSIM-1), blalIMP35,
blaIND (consensus), blaKHM (consensus), blaKPC (consensus), blaNDM
(consensus), blaVIM (consensus), blaVIM-2, blaVIM-7, blaOXA-23-like,
blaOXA-40-like, blaOXA-48-like, blaOXA-51-like, blaOXA-54, blaOXA-55,
blaOXA-58

Carb Detect AS-2:

blaBIC, blaDIM, blaGES, blaGOB (consensus), blalMI-3 (NmcA), blalMI-R,
blaPAM-1, blaSFH-1, blaSMB-1, blaSME (consensus), blaSPM-1, blaTMB-1,
ISABal vor blaOXA-51, kein ISABal vor blaOXA-51, blaOXA-134/235/284,
blaOXA-143/182/253/255, blaOXA-181/232, blaOXA-214, blaOXA-279,
blaOXA-292

ESBL-Gene (13) Carb Detect AS-1 und AS-2:

blaCTX-M1/15,

Carb Detect AS-2:

blaCME, blaCTX-M2, blaCTX-M8, blaCTX-M9, blaMOX-CMY9, blaPER-1,
blaPER-2, blaSHV (consensus), blaTEM (consensus), blaVEB (consensus),
blaOXA-18, blaOXA-45

Andere Beta-Lactamase- Carb Detect AS-1 und AS-2:

Gene (5) blaOXA-1, blaOXA-2 (consensus), blaOXA-7, blaOXA-9, blaOXA-10
(consensus), blaOXA-60

AmpC-Gene (7) Carb Detect AS-2:
blaMIR, blaACC, blaACT, blaCMY (consensus), blaDHA, blaFOX, blaMOX
(consensus)

Gene assoziiert mit Carb Detect AS-2:

Aminoglykosid-Resistenz aac(3') (consensus), aac(3')-la, aac(3')-lb, aac(3')-Ic, aac(3')-le, aac(3')-IVa,

(28) aac(6') (consensus), aac(6')-31, aac(6')-1b, aac(6')-ll, aac(6')-lla, aac(6')-lic,

aac-aph, aadAl, aadA2, aadA4, aadB, ant2, aphA, armA, grm, npmA, rmtA,
rmtB, rmtC, rmtD, strA, strB

Gene assoziiert mit Carb Detect AS-2:
Makrolid-Resistenz (2) mph (consensus), mrx (consensus)
Gene assoziiert mit Chinolin- | Carb Detect AS-2:

Resistenz (6) gepA, qnrA ,qnrB, gnrC, gnrD, gnrS
Gene assoziiert mit Carb Detect AS-2:
Sulfonamid-Resistenz (3) sull, sul2, sul3

Gene assoziiert mit Carb Detect AS-2:

Trimethoprim-Resistenz (9) | dfrA1, dfrA12, dfrA13, dfrA14, dfrA15, dfrA17, dfrA19, dfrA5, dfrA7
Gene kodierend fiir Carb Detect AS-2:

Virulenz-Faktoren (4) intl1, intl2 ,intI3, tnplSEcp1

Gene assoziiert mit einer Carb Detect AS-2:

“multidrug efflux pump” (2) | ogxA, ogxB

Toxin-Antitoxin System (4) Carb Detect AS-2:

higA, higB ,splA, splT
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9.1.2 abgedeckte allelische Varianten

Tab. 64: Auflistung der Mismatches zu den einzelnen allelischen Varianten der Zielgene

Target

kein
Mismatch

1 Mismatch

2 Mismatches

> 2 Mismatches

blaKPC

blaKPC-1, blaKPC-2, blaKPC-3,
blaKPC-4, blaKPC-5, blaKPC-6,
blaKPC-7, blaKPC-8, blaKPC-9,
blaKPC-10, blaKPC-11, blaKPC-12,
blaKPC-13, blaKPC-14, blaKPC-15,
blaKPC-16, blaKPC-17, blaKPC-19,
blaKPC-20, blaKPC-21, blaKPC-22,
blaKPC-23, blaKPC-25, blaKPC-26,
blaKPC-27, blaKPC-28, blaKPC-29,
blaKPC-31, blaKPC-32, blaKPC-33,
blaKPC-34, blaKPC-35, blaKPC-36,
blaKPC-37, blaKPC-38, blaKPC-39

blaKPC-18,
blaKPC-24,
blaKPC-30

blaNDM

blaNDM-1, blaNDM-2, blaNDM-3,
blaNDM-4, blaNDM-5, blaNDM-6,
blaNDM-7, blaNDM-8, blaNDM-9,
blaNDM-11, blaNDM-12, blaNDM-
13, blaNDM-14, blaNDM-15,
blaNDM-16, blaNDM-17, blaNDM-
19, blaNDM-20, blaNDM-21,
blaNDM-22, blaNDM-23, blaNDM-
24, blaNDM-27

blaNDM-10

blaNDM-18

blaOXA-48

blaOXA-48, blaOXA-162,
blaOXA-181, blaOXA-204,
blaOXA-232, blaOXA-244,
blaOXA-245, blaOXA-247,
blaOXA-252, blaOXA-370,
blaOXA-405, blaOXA-416,
blaOXA-438, blaOXA-439,
blaOXA-484, blaOXA-505,
blaOXA-514, blaOXA-515,
blaOXA-517, blaOXA-519,
blaOXA-538, blaOXA-546,
blaOXA-547, blaOXA-566,
blaOXA-567

blaOXA-54,
blaOXA-436,
blaOXA-535

blaVIM

blaVIM-1, blaVIM-2, blaVIM-3,
blaVIM-4, blaVIM-6, blaVIM-8,
blavVIM-9, blaVIM-10, blaVIM-11,
blaVIM-12, blaVIM-14, blaVIM-15,
blaVIM-16, blaVIM-17, blaVIM-19,
blaVIM-20, blaVIM-22, blaVIM-23,
blaVIM-24, blaVIM-26, blaVIM-27,
blaVIM-28, blaVIM-29, blaVIM-30,
blaVIM-31, blaVIM-32, blaVIM-33,
blaVIM-34, blaVIM-35, blaVIM-36,
blaVIM-37, blaVIM-39, blaVIM-40,
blaVIM-41, blaVIM-42, blaVIM-43,
blaVIM-45, blaVIM-46, blaVIM-48,
blaVIM-50, blaVIM-51, blaVIM-52,
blaVIM-53, blaVIM-54, blaVIM-55,
blaVIM-56, blaVIM-57, blaVIM-58,
blaVIM-59, blaVIM-60, blaVIM-62

blaVIM-5,

blaVIM-25,
blaVIM-38,
blaVIM-44,
blaVIM-49

blaVIM-13,
blaVvIM-47

blaVIM-7,
blaVIM-61
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9.1.3 Stamme der rt-qPCRs

Tab. 65: Stamme fiir die Sensitivitats- und Spezifitatstest der Spezies-rt-qPCR

Nr. | Partisan ID | Spezies Quellel@ | Carbapenemase-Gene Verwendung
1 95726 Escherichia coli 1 gad Sensitivitatstest
2 132908 Salmonella enterica ssp. 3| e Spezifitatstest
3 132909 Salmonella enterica ssp. 3 | e Spezifitatstest
4 132913 Salmonella enterica ssp. 3 | e Spezifitatstest
5 178349 Escherichia coli 1 gad Sensitivitatstest
6 178350 Escherichia coli 2 gad Sensitivitatstest
7 178351 Escherichia coli 2 gad Sensitivitatstest
8 178352 Escherichia coli 1 gad Sensitivitatstest
9 179243 Escherichia coli 1 gad Sensitivitatstest
10 197911 Pseudomonas aeruginosa 1 ecfX Sensitivitatstest
11 197913 Pseudomonas aeruginosa 1 ecfX Sensitivitatstest
12 197914 Pseudomonas aeruginosa 3 ecfX Sensitivitatstest
13 197915 Pseudomonas aeruginosa 3 ecfX Sensitivitatstest
14 197916 Pseudomonas aeruginosa 3 ecfX Sensitivitatstest
15 197917 Pseudomonas aeruginosa 3 ecfX Sensitivitatstest
16 197919 Pseudomonas aeruginosa 3 ecfX Sensitivitatstest
17 197921 Pseudomonas aeruginosa 3 ecfX Sensitivitatstest
18 197922 Pseudomonas aeruginosa 3 ecfX Sensitivitatstest
19 197923 Pseudomonas aeruginosa 3 ecfX Sensitivitatstest
20 197924 Pseudomonas aeruginosa 3 ecfX Sensitivitatstest
21 197928 Pseudomonas aeruginosa 1 ecfX Sensitivitatstest
22 204515 Pseudomonas aeruginosa 1 ecfX Sensitivitatstest
23 204516 Pseudomonas aeruginosa 3 ecfX Sensitivitatstest
24 204517 Pseudomonas aeruginosa 3 ecfX Sensitivitatstest
25 208253 Acinetobacter baumannii 3 basC Sensitivitatstest
26 208254 Acinetobacter baumannii 1 basC Sensitivitatstest
27 208255 Acinetobacter baumannii 1 basC Sensitivitatstest
28 208256 Escherichia coli 1 gad Sensitivitatstest
29 208257 Escherichia coli 1 gad Sensitivitatstest
30 208258 Escherichia coli 1 gad Sensitivitatstest
31 208259 Escherichia coli 1 gad Sensitivitatstest
32 208260 Escherichia coli 1 gad Sensitivitatstest
33 208261 Acinetobacter baumannii 1 basC Sensitivitatstest
34 208262 Acinetobacter baumannii 1 basC Sensitivitatstest
35 208263 Escherichia coli 1 gad Sensitivitatstest
36 208268 Acinetobacter baumannii 3 basC Sensitivitatstest
37 208269 Klebsiella pneumoniae 3 khe Sensitivitatstest
38 208270 Escherichia coli 3 gad Sensitivitatstest
39 208271 Escherichia coli 4 gad Sensitivitatstest
40 215761 Acinetobacter baumannii 4 basC Sensitivitatstest
41 215765 Klebsiella pneumoniae 4 khe Sensitivitatstest
42 215768 Acinetobacter baumannii 4 basC Sensitivitatstest
43 215769 Escherichia coli 4 gad Sensitivitatstest
44 215772 Klebsiella pneumoniae 4 khe Sensitivitatstest
45 215773 Klebsiella pneumoniae 1 khe Sensitivitatstest
46 215774 Klebsiella pneumoniae 4 khe Sensitivitatstest
47 215775 Klebsiella pneumoniae 4 khe Sensitivitatstest
48 215776 Klebsiella pneumoniae 4 khe Sensitivitatstest
49 215777 Klebsiella pneumoniae 4 khe Sensitivitatstest
50 215778 Klebsiella pneumoniae 4 khe Sensitivitatstest
51 215779 Klebsiella pneumoniae 4 khe Sensitivitatstest
52 215780 Klebsiella pneumoniae 4 khe Sensitivitatstest
53 215781 Klebsiella pneumoniae 4 khe Sensitivitatstest
54 215782 Klebsiella pneumoniae 4 khe Sensitivitatstest
55 215783 Klebsiella pneumoniae 4 khe Sensitivitatstest
56 215784 Acinetobacter baumannii 4 basC Sensitivitatstest
57 215785 Klebsiella pneumoniae 4 khe Sensitivitatstest
58 215786 Klebsiella pneumoniae 4 khe Sensitivitatstest
59 215787 Klebsiella pneumoniae 4 khe Sensitivitatstest
60 219834 Escherichia coli 4 gad Sensitivitatstest
61 219847 Acinetobacter baumannii 4 basC Sensitivitatstest
62 219848 Acinetobacter baumannii 4 basC Sensitivitatstest
63 219849 Acinetobacter baumannii 4 basC Sensitivitatstest
64 219850 Acinetobacter baumannii 4 basC Sensitivitatstest
65 219851 Acinetobacter baumannii 4 basC Sensitivitatstest
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Nr. | Partisan ID | Spezies Quellel@ | Carbapenemase-Gene Verwendung
66 239631 Enterobacter cloacae 4 | Spezifitatstest
67 239638 Enterobacter cloacae 4 | Spezifitatstest
68 239642 Enterobacter cloacae 4 | e Spezifitatstest
69 240619 Citrobacter freundii 4 | e Spezifitatstest
70 240737 Acinetobacter baumannii 4 basC Sensitivitatstest
71 240743 Klebsiella pneumoniae 4 khe Sensitivitatstest
72 240744 Elizabethkingia meningoseptica 4 | e Spezifitatstest
73 240745 Elizabethkingia meningoseptica 4 | e Spezifitatstest
74 240746 Enterobacter cloacae 4 | e Spezifitatstest
75 240747 Enterobacter cloacae 4 | Spezifitatstest
76 240750 Enterobacter cloacae 3| e Spezifitatstest
77 240751 Serratia marcescens 30 e Spezifitatstest
78 240752 Serratia marcescens 3 | e Spezifitatstest
79 240765 Serratia marcescens 3 | e Spezifitatstest
80 240766 Chryseobacterium spp. 3| e Spezifitatstest
81 240767 Chryseobacterium indologenes 3 Spezifitatstest
82 240769 Chryseobacterium spp. 3 Spezifitatstest
83 240770 Acinetobacter baumannii 1 Sensitivitatstest
84 240802 Enterobacter cloacae 1 Spezifitatstest
85 242264 Enterobacter cloacae 1 Spezifitatstest
86 242265 Enterobacter cloacae 1 Spezifitatstest
87 242267 Proteus mirabilis 1 Spezifitatstest
88 242268 Citrobacter freundii 1 Spezifitatstest
89 242269 Citrobacter freundii 1 Spezifitatstest
90 242274 Citrobacter freundii N Spezifitatstest
91 248612 Chryesobacterium spp. N Spezifitatstest
92 255025 Salmonella sp. N Spezifitatstest
93 255026 Salmonella sp. N Spezifitatstest
94 255027 Salmonella sp. N Spezifitatstest
95 255028 Salmonella sp. N Spezifitatstest
96 267879 Serratia marcescens N Spezifitatstest
97 274054 Klebsiella oxytoca i Spezifitatstest
98 274055 Klebsiella oxytoca N Spezifitatstest
99 274056 Klebsiella oxytoca N Spezifitatstest

100 274057 Klebsiella oxytoca i Spezifitatstest
101 274058 Klebsiella oxytoca i Spezifitatstest
102 274059 Klebsiella oxytoca N Spezifitatstest
103 274060 Klebsiella oxytoca N Spezifitatstest
104 278787 Acinetobacter baylyi i Spezifitatstest
105 278788 Acinetobacter junii i Spezifitatstest
106 278794 Acinetobacter Iwoffii N Spezifitatstest
107 278797 Pseudomonas stutzeri e Spezifitatstest
108 279571 Klebsiella oxytoca i Spezifitatstest
109 279572 Klebsiella oxytoca i Spezifitatstest
110 279574 Citrobacter freundii N Spezifitatstest
111 279575 Klebsiella oxytoca N Spezifitatstest
112 279579 Klebsiella oxytoca N Spezifitatstest
113 279580 Klebsiella oxytoca i Spezifitatstest
114 279581 Klebsiella oxytoca i Spezifitatstest
115 279588 Citrobacter freundii N Spezifitatstest
116 279591 Enterobacter cloacae N Spezifitatstest
117 279592 Citrobacter freundii N Spezifitatstest
118 279605 Stenotrophomonas maltophilia N Spezifitatstest
119 279615 Citrobacter freundii A Spezifitatstest
120 279616 Citrobacter freundii A Spezifitatstest
121 279617 Citrobacter freundii N Spezifitatstest
122 280223 Stenotrophomonas maltophilia N Spezifitatstest
123 280229 Pseudomonas oleovorans A Spezifitatstest
124 280621 Stenotrophomonas maltophilia A Spezifitatstest
125 280646 Stenotrophomonas maltophilia N Spezifitatstest
126 289129 Citrobacter spp. N Spezifitatstest
127 289709 Aeromonas hydrophila O Spezifitatstest

a) 1 Alere Stammsammlung, 2- Deutsche Sammlung von Mikroorganismen und Zellkulturen (DSMZ), 3-Uniklinikum

Dresden, 4-Stamme von Prof. Patrice Nordmann (Universitat Freiburg, Freiburg, Schweiz)
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Tab. 66: Stamme fiir die Sensitivitats- und Spezifitatstest der Carbapenemase-rt-qPCR

Nr. | Partisan ID | Spezies Quellel | Carbapenemase-Gene Verwendung
1 95726 Escherichia coli 1 Spezifitatstest
2 204514 Escherichia coli 1 Spezifitatstest
3 204516 Pseudomonas aeruginosa 2 blaVIM-1 Sensitivitatstest
4 204517 Pseudomonas aeruginosa 2 blaVIM-2 Sensitivitatstest
5 208252 Klebsiella pneumoniae 1 blaVIM Sensitivitatstest
6 208262 Acinetobacter baumannii 1 blaNDM Sensitivitatstest
7 208263 Escherichia coli 1 blaNDM Sensitivitatstest
8 208269 Klebsiella pneumoniae 1 blaNDM Sensitivitatstest
9 215761 Acinetobacter baumannii 3 blaOXA-23 Spezifitatstest
10 215765 Klebsiella pneumoniae 3 blaKPC-2 Sensitivitatstest
11 215771 Klebsiella pneumoniae 3 blaOXA-18 (blaOXA-48-like) Sensitivitatstest
12 215792 Klebsiella pneumoniae 3 blaOXA-48 Sensitivitatstest
13 219834 Escherichia coli 3 blaKPC-3/blaOXA-48 Sensitivitatstest
14 219837 Klebsiella pneumoniae 3 blaKPC Sensitivitatstest
15 219855 Acinetobacter baumannii 3 blaOXA-72 (blaOXA-40-like) Spezifitatstest
16 219859 Acinetobacter baumannii 3 blaGIM-1 Spezifitatstest
17 223974 Klebsiella pneumoniae 3 blaKPC-2 Sensitivitatstest
18 227123 Pseudomonas aeruginosa 1 blaVIM/blaIMP-8 Sensitivitatstest
19 227147 Enterobacter cloacae 1 blalMP-4 Spezifitatstest
20 229136 Klebsiella pneumoniae 3 blaKPC-2 Sensitivitatstest
21 229137 Escherichia coli 3 blaKPC-2 Sensitivitatstest
22 238631 Klebsiella pneumoniae 3 blaKPC-2 Sensitivitatstest
23 238636 Klebsiella oxytoca 3 blaVIM-1 Sensitivitatstest
24 238642 Klebsiella pneumoniae 3 blaKPC Sensitivitatstest
25 239619 Klebsiella pneumoniae 1 blaOXA-48 Sensitivitatstest
26 239620 Klebsiella pneumoniae 1 blaOXA-48 Sensitivitatstest
27 239622 Klebsiella pneumoniae 1 blaOXA-48 Sensitivitatstest
28 239627 Klebsiella pneumoniae 1 blaOXA-48 Sensitivitatstest
29 239628 Klebsiella pneumoniae 1 blaOXA-48 Sensitivitatstest
30 239629 Klebsiella pneumoniae 1 blaOXA-48 Sensitivitatstest
31 239630 Klebsiella pneumoniae 1 blaOXA-48 Sensitivitatstest
32 239632 Klebsiella pneumoniae 1 blaOXA-48 Sensitivitatstest
33 239634 Klebsiella pneumoniae 1 blaOXA-48 Sensitivitatstest
34 239635 Klebsiella pneumoniae 1 blaOXA-48 Sensitivitatstest
35 240341 Acinetobacter baumannii 3 blaNDM Sensitivitatstest
36 240342 Acinetobacter baumannii 3 blaNDM Sensitivitatstest
37 240344 Klebsiella pneumoniae 3 blaKPC Sensitivitatstest
38 240608 Escherichia coli 4 blaOXA-48 Sensitivitatstest
39 240609 Acinetobacter baumannii 4 blaOXA-23 Spezifitatstest
40 240610 Klebsiella pneumoniae 4 blaOXA-48 Sensitivitatstest
41 240615 Escherichia coli 4 blaKPC-2 Sensitivitatstest
42 240617 Pseudomonas aeruginosa 4 blalMP-1 Spezifitatstest
43 240618 Acinetobacter baumannii 4 blaOXA-40 Spezifitatstest
44 240619 Citrobacter freundii 1 blaVIM/blaOXA-48 Sensitivitatstest
45 240737 Acinetobacter baumannii 4 blaNDM-2 Sensitivitatstest
46 240748 Klebsiella pneumoniae 4 blaKPC-2 Sensitivitatstest
47 240749 Klebsiella pneumoniae 4 blaKPC-3/blaOXA-48 Sensitivitatstest
48 240756 Pseudomonas aeruginosa 4 blaGIM-1 Spezifitatstest
49 240770 Acinetobacter baumannii 4 blaNDM-1 Sensitivitatstest
50 240772 Escherichia coli 4 blaNDM-1 Sensitivitatstest
51 240773 Escherichia coli 4 blaNDM-4 Sensitivitatstest
52 240774 Escherichia coli 4 blaNDM-4 Sensitivitatstest
53 240775 Escherichia coli 4 blaNDM-5 Sensitivitatstest
54 240776 Escherichia coli 4 blaNDM-7 Sensitivitatstest
55 240777 Proteus mirabilis 4 blaNDM-1 Sensitivitatstest
56 240778 Citrobacter freundii 4 blaVIM-4 Sensitivitatstest
57 240779 Enterobacter cloacae 4 blaVIM-4 Sensitivitatstest
58 240780 Escherichia coli 4 blaVIM-4 Sensitivitatstest
59 240781 Klebsiella pneumoniae 4 blaVIM-4 Sensitivitatstest
60 240782 Klebsiella pneumoniae 4 blaVIM-4 Sensitivitatstest
61 240783 Pseudomonas aeruginosa 4 blaVIM-2 Sensitivitatstest
62 240784 Pseudomonas putida 4 blaVIM-5 Sensitivitatstest
63 240791 Shewanella algae 4 blaOXA-55 Spezifitatstest
64 240792 Shewanella algae 4 blaOXA-55 Spezifitatstest
65 240798 Klebsiella pneumoniae 4 blaOXA-232 (blaOXA-48-like) Sensitivitatstest
66 240799 Klebsiella pneumoniae 4 blaNDM-1/blaOXA-232 (blaOXA-48-like) | Sensitivitatstest
67 242265 Enterobacter cloacae 4 blaNDM-1 Sensitivitatstest
68 242266 Klebsiella pneumoniae 4 blaNDM-1 Sensitivitatstest
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Nr. | Partisan ID | Spezies Quellel@ | Carbapenemase-Gene Verwendung
69 242267 Proteus mirabilis 4 blaNDM-1 Sensitivitatstest
70 242268 Citrobacter freundii 4 blaVIM-1 Sensitivitatstest
71 242269 Citrobacter freundii 4 blaVIM-2 Sensitivitatstest
72 242270 Klebsiella pneumoniae 4 blaVIM-19 Sensitivitatstest
73 242271 Pseudomonas putida 4 blaVIM-2 Sensitivitatstest
74 242275 Klebsiella pneumoniae 4 blaOXA-162 (blaOXA-48-like) Sensitivitatstest
75 242806 Klebsiella pneumoniae 3 blaKPC Sensitivitatstest
76 242807 Klebsiella pneumoniae 3 blaKPC Sensitivitatstest
77 242812 Klebsiella pneumoniae 3 blaKPC Sensitivitatstest
78 242813 Klebsiella pneumoniae 3 blaKPC Sensitivitatstest
79 242814 Klebsiella pneumoniae 3 blaKPC Sensitivitatstest
80 242815 Klebsiella pneumoniae 3 blaKPC Sensitivitatstest
81 242816 Klebsiella pneumoniae 3 blaKPC Sensitivitatstest
82 245315 Escherichia coli 1 blaOXA-181 (blaOXA-48-like) Sensitivitatstest
83 274217 Acinetobacter baumannii 1 blaOXA-201 (blaOXA-51-like) Spezifitatstest
84 274218 Acinetobacter baumannii 1 blaOXA-82 (blaOXA-51-like) Spezifitatstest
85 287476 Escherichia coli 1 -- - Spezifitatstest
86 287478 Escherichia coli 1 -- Spezifitatstest
87 287479 Klebsiella pneumoniae 1 -- Spezifitatstest
88 287480 Escherichia coli 1 - Spezifitatstest
89 287481 Escherichia coli 1 - Spezifitatstest
90 287482 Escherichia coli 1 -- Spezifitatstest
91 287483 Escherichia coli 1 -- Spezifitatstest
92 287485 Escherichia coli 1 - Spezifitatstest
93 287486 Klebsiella pneumoniae N Spezifitatstest
94 287487 Escherichia coli N Spezifitatstest
95 287488 Escherichia coli N Spezifitatstest
96 287489 Escherichia coli N Spezifitatstest
97 287490 Klebsiella pneumoniae N Spezifitatstest
98 287491 Escherichia coli N Spezifitatstest
99 287492 Escherichia coli N Spezifitatstest

100 287493 Escherichia coli N Spezifitatstest

101 287494 Escherichia coli N Spezifitatstest

102 287495 Klebsiella pneumoniae N Spezifitatstest

103 287496 Escherichia coli N Spezifitatstest

104 287497 Klebsiella pneumoniae I Spezifitatstest

105 287498 Escherichia coli N Spezifitatstest

106 287499 Escherichia coli N Spezifitatstest

107 287500 Klebsiella pneumoniae e Spezifitatstest

108 287501 Escherichia coli N Spezifitatstest

109 287502 Escherichia coli N Spezifitatstest

110 287503 Escherichia coli N Spezifitatstest

111 287504 Escherichia coli N Spezifitatstest

112 287505 Escherichia coli N Spezifitatstest

113 287506 Escherichia coli N Spezifitatstest

114 287507 Klebsiella pneumoniae N Spezifitatstest

115 287508 Escherichia coli N Spezifitatstest

116 287509 Escherichia coli N Spezifitatstest

117 287510 Klebsiella pneumoniae I Spezifitatstest

118 287511 Escherichia coli N Spezifitatstest

119 287512 Escherichia coli N Spezifitatstest

120 287513 Escherichia coli N Spezifitatstest

121 287514 Escherichia coli N Spezifitatstest

122 287515 Klebsiella pneumoniae N Spezifitatstest

123 287516 Klebsiella pneumoniae N Spezifitatstest

124 287517 Escherichia coli et Spezifitatstest

125 287518 Escherichia coli N Spezifitatstest

126 287519 Escherichia coli N Spezifitatstest

127 287520 Escherichia coli N Spezifitatstest

128 287521 Klebsiella pneumoniae e Spezifitatstest

129 287522 Escherichia coli et Spezifitatstest

130 287523 Enterobacter cloacae N Spezifitatstest

131 287525 Klebsiella pneumoniae N Spezifitatstest

132 287526 Escherichia coli 1 | e Spezifitatstest

a) 1 Alere Stammsammlung, 2- Deutsche Sammlung von Mikroorganismen und Zellkulturen (DSMZ), 3-Uniklinikum

Dresden, 4-Stamme von Prof. Patrice Nordmann (Universitat Freiburg, Freiburg, Schweiz)
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9.1.4 Sensitivitat und Spezifitat der rt-gPCR

Tab. 67: Sensitivitat und Spezifitdt der Spezies-rt-qPCR

Phanotypisierung Genotypisierung
ECMADL | ey s
getestete Spezies Bessfi?rz\i:\zn g é E % E. é § % E
Acinetobacter baumannii 16/16 0/16 16/16 0/16 0/16 | 0/16 16/16 0/16 0/16
Acinetobacter baylyi 1/1 0/1 0/1 0/1 0/1 0/1 0/1 0/1 0/1
Acinetobacter junii 1/1 0/1 0/r 0/1 0/1 | 0/1 0/1 0/1 0/1
Acinetobacter Iwoffii 1/1 0/1 o0/1 o0/1 0/1 | 0/1 0/1 0/1 o0/
Aeromonas hydrophila 1/1 0/1 o0/1 01 01 )01 01 0/1 0/1
Chryesobacterium spp. 4/4 0/4 0/4 0/4 0/4 0/4 0/4 0/4 0/4
Citrobacter freundii 11/11 0/11  0/11 0/11 0/11 | 0/11 0/11 0/11 0/11
Elizabethkingia meningoseptica 2/2 0/2 0/2 0/2 0/2 0/2 0/2 0/2 0/2
Enterobacter cloacae 10/10 0/10 0/10 o0/10 0/10 | 0/10 0/10 0/10 0/10
Escherichia coli 16/16 0/16 0/16 0/16 16/16| 0/16 0/16 0/16 16/16
Klebsiella oxytoca 13/13 0/13 0/13 0/13 0/13 | 0/13 0/13 0/13 0/13
Klebsiella pneumoniae 18/18 18/18 0/18 0/18 0/18 |18/18 0/18 0/18 0/18
Proteus mirabilis 1”1 /1 01 01 01|01 01 01 O
Pseudomonas aeruginosa 15/15 0/15 0/15 15/15 0/15 | 0/15 0/15 15/15 0/15
Pseudomonas oleovorans 1/1 o1 o1 01 0101 01 01 0/1
Pseudomonas stutzeri 1/1 0/1 0/1 0/1 0/1 0/1 0/1 0/1 0/1
Salmonella enterica ssp. 3/3 0/3 0/3 0/3 0/3 | 0/3 0/3 0/3 0/3
Serratia marcescens 4/4 0/4 0/4 0/4 0/4 0/4 0/4 0/4 0/4
Stenotrophomonas maltophilia 4/4 o/4 0/4 0/4 0/4 | 0/4 0/4 0/4 0/4
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Tab. 68: Sensitivitat und Spezifitit der Carbapenemase-rt-qPCR

Phanotypisierung Genotypisierung
(Kar:::ljf\gT?Ms) (Camll)c:::g?s-z) LSRG

2] -]
Zielgene der getesteten Resistenz gegeniiber E E E ; § é E ;
Stimme Imipenem/Meropenem g g g g g g g g

S S
blaGIM-1 2/2 0/2 0/2 0/2 0/2 0/2 0/2 0/2 0/2
blalMP-1 1/1 0/1 0/1 0/1 0/1 0/1 0/1 0/1 0/1
blalIMP-4 1/1 0/1 0/1 0/1 0/1 0/1 0/1 0/1 0/1
blaKPC-2 17/17 17/17 0/17 00/17 0/17 |17/17 0/17 0/17 0/17
blaKPC-3/blaOXA-48 1/1 1/1 0/1 0/1 1/1 1/1 0/1 0/1 1/1
blaNDM-1 11/11 0/11 11/11 0/11 o0/11 | 0/11 11/11 0/11 0/11
fé;’aNoDx'\:jg_’(iig)XA'B 2 11 01 11 o1 11|01 11 01 11
blaNDM-2 1/1 0/1 1/1 0/1 0/1 0/1 1/1 0/1 0/1
blaNDM-4 2/2 0/2 2/2 0/2 0/2 0/2 2/2 0/2 0/2
blaNDM-5 1/1 0/1 1/1 0/1 0/1 0/1 1/1 0/1 0/1
blaNDM-7 1/1 0/1 1/1 0/1 0/1 0/1 1/1 0/1 0/1
blaOXA-162 (blaOXA-48-like) 1/1 0/1 0/1 0/1 1/1 0/1 0/1 0/1 1/1
blaOXA-18 (blaOXA-48-like) 1/1 0/1 0/1 0/1 1/1 0/1 0/1 0/1 1/1
blaOXA-181 (blaOXA-48-like) 1/1 0/1 0/1 0/1 1/1 0/1 0/1 0/1 1/1
blaOXA-201 (blaOXA-51-like) 1/1 0/1 0/1 0/1 0/1 0/1 0/1 0/1 0/1
blaOXA-23 2/2 0/2 0/2 0/2 0/2 0/2 0/2 0/2 0/2
blaOXA-232 (blaOXA-48-like) 1/1 0/1 0/1 0/1 1/1 0/1 0/1 0/1 1/1
blaOXA-40 1/1 0/1 0/1 0/1 0/1 0/1 0/1 0/1 0/1
blaOXA-48 12/13 0/13 0/13 0/13 13/13| 0/13 0/13 0/13 13/13
blaOXA-55 1/2 0/2 0/2 0/2 0/2 0/2 0/2 0/2 0/2
blaOXA-72 (blaOXA-40-like) 1/1 0/1 0/1 0/1 0/1 0/1 0/1 0/1 0/1
blaOXA-82 (blaOXA-51-like) 1/1 0/1 0/1 0/1 0/1 0/1 0/1 0/1 0/1
blaVIM/blaIMP-8 1/1 0/1 0/1 1/1 0/1 0/1 0/1 1/1 0/1
blaVIM/blaOXA-48 1/1 o/1 o0/1 1/1 1/1 | o0/1 o1 1)1 1/1
blaVIM-1 4/4 0/4 0/4 a/4 0/4 0/4 0/4 4/4 0/4
blaVIM-19 1/1 0/1 0/1 1/1 0/1 0/1 0/1 1/1 0/1
blaVIM-2 4/4 0/4 0/4 4/4 0/4 0/4 0/4 4/4 0/4
blaVIM-4 5/5 0/5 0/5 5/5 0/5 0/5 0/5 5/5 0/5
blaVIM-5 1/1 0/1 0/1 1/1 0/1 0/1 0/1 1/1 0/1
ohne Carbapenemase-Gen 4/50 o/s0 0/50 0/50 0/50 | 0/50 0/50 0/50 0/50
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9.2 Abbildungsverzeichnis
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