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Zusammenfassung 
 
Hintergrund: 

Blutkulturen stellen noch immer den Goldstandard in der Diagnostik von 

Blutstrominfektionen dar, obwohl der Diagnoseprozess lange dauert. Aufgrund der 

hohen Inzidenz von Blutstrominfektionen und der mit ihnen einhergehenden hohen 

Mortalität und Morbidität wäre eine Verkürzung dieses Diagnoseprozesses von 

großem Vorteil. Eine frühere Detektion eines Erregers würde frühere gezielte 

Therapie ermöglichen und das Outcome für Patient*innen vermutlich verbessern. In 

den letzten Jahren lieferten mehrere Studien vielversprechende Ergebnisse 

hinsichtlich schnellerer Erregerdiagnostik mittels Whole Genome Sequenzing mit 

dem MinION Nanopore (Oxford Technologies). Allerdings liegen keine konkreten 

Daten vor, wie hoch die Konzentration der Erreger im Blut sein muss, um noch 

detektiert werden zu können. Ziel dieser Arbeit war es einen Schwellenwert zu 

finden, ab welchem der Nachweis von Staphylococcus aureus, Escherichia coli und 

Candida albicans im Blut mittels Sequenzierung mit dem MinION Nanopore möglich 

ist. 

 

Material/Methoden: 

Erstellung von gespikten Blutproben mit Staphylococcus aureus, Escherichia coli 

oder Candida albicans. Dafür wurden drei Verdünnungsreihen mit den jeweiligen 

Keimen erstellt, um Proben verschiedener Konzentration zum Sequenzieren zur 

Verfügung zu haben. Die Verdünnungsreihen wurden im Doppelansatz erstellt, ein 

Ansatz (A) jeweils mit 0.9% NaCl Lösung als Trägerlösung, der zweite Ansatz (B) 

mit Lithium-Heparin-Blut als Trägerlösung. 

Die im Anschluss sequenzierten Verdünnungsstufen enthielten jeweils 1,5 x 105 

CFU/ml, 1,5 x 104 CFU/ml, 1,5 x 103 CFU/ml, 1,5 x 102 CFU/ml, 1,5 x 10 CFU/ml und 

1,5 CFU/ml. Eine Kontrolle der Konzentrationen der Proben erfolgte durch einen 

Ausstrich jeder einzelnen Probe des A-Ansatzes auf Schafblut-Agar. Anschließend 

wurde die DNA aus den Proben des B-Ansatzes extrahiert. Die extrahierte DNA 

wurde nach Erstellung der Library mit dem MinION Nanopore mittels Whole 

Genome Sequencing sequenziert. Basecalling der Daten erfolgte mit Hilfe von 

Dorado-0.8.2 Software, für eine weitere Analyse der Sequenzierergebnisse wurde 
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die qiime2-Metagenome Distribution 2024.10 Plattform und der Dem Epi2me Labs 

wf-metagenomics Nexflow-Workflow herangezogen. 

 

Ergebnisse: 

Die von den Kontrollplatten abgelesene Keimzahl der ausgestrichenen Proben 

stimmte bei allen weiterverwendeten Proben mit der erwarteten Keimzahl überein. 

Im durchgeführten Sequenzierlauf ließ sich E. coli in allen 22 sequenzierten Proben 

inclusive der Negativproben und der NTC („no template control“) Probe nachweisen. 

Ein Nachweis von S. aureus und C. albicans war in keiner der Proben möglich. 

 

Conclusio: 

Die Ermittlung des Schwellenwertes war aufgrund einer wahrscheinlichen 

Kontamination der Proben im Workflow und der fehlenden Detektion der 

eingebrachten Pathogene nicht möglich. Erneute Versuche mit besonderem 

Augenmerk auf Kontaminationsfreiheit und Verminderung der Dominanz der 

menschlichen DNA in den Proben durch „host depletion“ oder „adaptive sampling“ 

sind notwendig um die eingebrachten Organismen in einer ausreichenden 

Häufigkeit zu Samplen um einen Schwellenwert ermitteln zu können.  
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Abstract 
 
Background: 

Blood cultures still represent the gold standard for diagnosing blood stream 

infections even though the diagnostic process takes a long time. Because of the 

high incidence of blood stream infections and the concomitant mortality and 

morbidity a shortened diagnostic process would be of great advantage. Earlier 

detection of pathogens could lead to earlier targeted therapy and thus lead to a 

better patient outcome.  

Over the last years several studies have shown promising results regarding faster 

pathogen identification using Whole Genome Sequencing with the MinION 

Nanopore (Oxford Technologies).  However, there is no data concerning the 

pathogen concentration in blood needed to be able to identify these pathogens. The 

goal of this thesis was to determine the threshold concentration needed to be able 

to detect Staphylococcus aureus, Escherichia coli and Candida albicans in blood 

when sequencing with the MinION Nanopore. 

 

Methods and Material: 

Creation of spiked blood samples containing Staphylococcus aureus, Escherichia 

coli or Candida albicans. Three dilution series were created using the respective 

organisms. The series were prepared in two batches, with one batch (A) using 0,9% 

NaCl solution as a carrier solution and the other batch (B) using lithium-heparin-

blood as a carrier solution. The samples that would later be sequenced contained 

concentrations of 1,5 x 105 CFU/ml, 1,5 x 104 CFU/ml, 1,5 x 103 CFU/ml, 1,5 x 102 

CFU/ml, 1,5 x 10 CFU/ml and 1,5 CFU/ml. A verification of the concentration of each 

sample was carried out by streaking every sample of the A-batch onto control plates. 

This was followed by DNA extraction from the samples of the B-batch, Library 

preparation and sequencing of the DNA with the MinION Nanopore using Whole 

Genome Sequencing. Basecalling was carried out using the Dorado-0.8.2 Software. 

Further analysis of the generated data was conducted though the qiime2-

Metagenome Distribution 2024.10 Plattform and the Dem Epi2me Labs wf-

metagenomics Nexflow-Workflow. 
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Results: 

The microbial count read off the control plates corresponded to the expected 

microbial count in all samples that were used further.  

During the sequencing run E. coli was detected in all 22 samples, including the 

negative controls and no template controls. A detection of S. aureus and C. albicans 

was not possible in any of the samples. 

 

Conclusion:  

A determination of a detection threshold was not possible, due to a likely 

contamination of the samples during the workflow and the failure to detect the 

introduced pathogens. Further tests, focusing on a contamination free process and 

reduction of the dominant human DNA, either by using host depletion or adaptive 

sampling, are needed the be able to detect the pathogens in a frequency that 

would allow determining a threshold. 
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1 Einleitung 

1.1 Blutstrominfektionen 

Von einer Blutstrominfektion spricht man, wenn ein krankheitsverursachender 

Organismus im Blut einer infizierten Person nachgewiesen werden kann. Sind die 

verursachenden Organismen Bakterien, handelt es sich um eine Bakteriämie, bei 

Pilzen um eine Fungämie (1). Dabei ist zu beachten, dass nicht jede Bakteriämie 

oder Fungämie mit einer Infektion einhergehen muss, sondern die Mikroorganismen 

auch transient, ohne assoziierter Infektion, im Blut nachgewiesen werden können 

(2). Das kann zum Beispiel nach Verletzung von Schleimhäuten im Rahmen von 

zahnärztlichen Behandlungen vorkommen (2). Eine Einteilung erfolgt zwischen 

primären Blutstrominfektionen ohne identifizierbaren Ursprung und sekundären 

Infektionen, die eine bekannte Quelle haben und oft im Rahmen von 

respiratorischen, gastrointestinalen oder urogenitalen Infektionen entstehen (1,3). 

Hinsichtlich des Entstehungsorts der Blutstrominfektion kann man zwischen 

„nosokomial“, „Gesundheitssystem-assoziiert“ und „ambulant erworben“ 

unterscheiden (4). Als „nosokomial“ werden Blutstrominfektionen bezeichnet, die 

später als 48 Stunden nach Aufnahme in ein Krankenhaus auftreten (4,5). 

„Gesundheitssystem-assoziiert“ bedeutet, dass eine positive Blutkultur innerhalb 

von 48 Stunden nach Aufnahme in ein Krankenhaus bei einer Person abgenommen 

wurde, die zuvor schon ambulant in medizinischer Behandlung war. Um die 

Infektion als „Gesundheitssystem-assoziiert“ werten zu können muss nach 

Friedman et. al einer der folgenden Punkte zutreffen: intravenöse Therapie 

zuhause, Wundversorgung oder Pflege durch Personal eines Pflegeheims, 

Hauskrankenpflege, Familie oder Freunde; selbst verabreichte intravenöse Infusion 

in den letzten 30 Tagen, Aufsuchen eines Krankenhauses oder einer Dialyseklinik 

zur Hämodialyse oder Chemotherapie in den letzten 30 Tagen, Hospitalisierungen 

für über zwei Tage in den letzten 90 Tagen, Bewohner eines Pflege- oder 

Altenwohnheims (4). Alle anderen Blutstrominfektionen, die innerhalb von 48 

Stunden nach Aufnahme in ein Krankenhaus oder bei ambulanten Patient*innen 

auftreten, bezeichnet man als „ambulant erworben“ (4,5). 

Diese Differenzierung ist wichtig, da es je nach Entstehungsort Unterschiede im 

Patientenklientel, Erregerspektrum und vor allem Resistenzverhalten der Erreger 

gibt, die die Therapie und auch die Mortalität signifikant beeinflussen (4,6,7). 
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Weiters kann man zwischen polymikrobiellen und monomikrobiellen 

Blutstrominfektionen unterscheiden. Polymikrobiell bedeutet, dass zwei oder mehr 

Organismen innerhalb von 48 Stunden isoliert werden konnten. Wird nur ein 

Organismus isoliert, ist die Infektion monomikrobiell (1). Polymikrobielle Infektion 

kommen bedeutend häufiger bei Gesundheitssystem-assoziierten oder 

nosokomialen Blutstrominfektionen vor (7,8).   

Blutstrominfektionen werden oft mit Sepsis in Verbindung gebracht, weil sie, wie 

jede andere Infektion auch, zu Sepsis führen können. In vielen Fällen kommt es 

aber nicht so weit und die Infektion kann, bevor es zur Dysregulation und 

Organdysfunktion kommt, kontrolliert werden (9). 

1.1.1 Krankheitslast und Epidemiologie von Blutstrominfektionen 

Blutstrominfektionen kommen häufig vor und gehen mit einer hohen Mortalität und 

Morbidität einher (10). Verschiedenen Studien zufolge liegt die Gesamtinzidenz von 

Blutstrominfektionen in Nordamerika und Europa zwischen 189 und 307 pro 

100.000 Einwohnern (11–16). Oft wird auch eine zunehmende Häufigkeit der 

Inzidenz im Verlauf des Beobachtungszeitraumes beschrieben, was an der immer 

älter werdenden Bevölkerung, einer höheren Rate an Vorerkrankungen und einer 

Zunahme an invasiven Eingriffen liegen könnte (11–14). Nach Schätzungen aus 

dem Jahr 2013, die auf den damalig bekannten Inzidenzraten beruhen, treten in 

Europa 1.213.000 – 1.382.000 Fälle von Blutstrominfektionen pro Jahr auf (10).  
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Tabelle 1: Inzidenz von Blutstrominfektionen in verschiedenen Regionen 

 

Die 1-Monat-Sterblichkeitsrate von Blutstrominfektionen liegt laut unterschiedlichen 

Quellen zwischen 12% und 20 % (7,8,11,17). Gesundheitssystem-assoziierte und 

nosokomiale Infektionen sind dabei mit höheren Sterblichkeitsraten assoziiert als 

ambulant erworbene Blutstrominfektionen (7,8,14).  

Schätzungen zufolge sind Blutstrominfektionen in Europa insgesamt für 158.000-

276.000 Todesfälle pro Jahr verantwortlich (10). Zusätzlich zur 1-monatigen-

Sterblichkeit ist auch die Langzeitsterblichkeit bei Patient*innen mit 

Blutstrominfektionen stark erhöht (18).  

Die Inzidenz von Blutstrominfektionen ist bei Männern höher als bei Frauen und 

steigt mit dem Alter an (19). Ältere Patient*innen weisen auch höhere 

Sterblichkeitsraten und überproportional steigende Inzidenzen auf (11,13).  

In einer finnischen Studie wurde beobachtet, dass der Anteil an Infektionen die 

ambulant erworben waren sank, während jener der Gesundheitssystem-assoziiert 

war anstieg (11). Auch in Norwegen stieg die Rate an Gesundheitssystem-

assoziierten und nosokomialen Blutstrominfektionen im Beobachtungszeitraum 

(14). 

Der häufigste Entstehungsgrund für Blutstrominfektionen sind Infektionen des 

Urogenitaltrakts. Weitere häufige Foci sind intraabdominale Infekte, respiratorische 

Infekte oder intravaskuläre Devices (1,8,14). Die genaue Häufigkeitsverteilung der 

Region Zeitraum Inzidenz 
Inzidenz 

Trend 
Referenz 

Finnland 2004-2018 216/100.000 steigend (11) 

Schweiz 2008-2014 220/100.000 steigend (12) 

Schweden 2006-2019 
307/100.000 

(95% CI, 304-309/100.000) 
steigend (13) 

Norwegen 2002-2013 
232/100 000 

(95% CI, 222-242/100.000) 
steigend (14) 

Dänemark 2000-2008 
215/100.000 

(95% CI, 210–220/100.000) 
sinkend (15) 

USA 2003-2005 
189/100.000 

(95% CI, 174-204/100.000) 
- (16) 
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Foci ist auch vom Ort der Entstehung des Infekts abhängig. Eine nosokomiale 

Blutstrominfektion entsteht häufiger durch intravaskuläre Devices und bleibt öfter 

ohne identifizierbaren Ursprung als ambulant erworbene oder Gesundheitssystem-

assoziierte Infektionen (8).  

 

1.1.2 Risikofaktoren von Blutstrominfektionen 

Wie bei allen Infektionskrankheiten spielen Pathogenexposition und Immunstatus 

eine Rolle in der Entwicklung der Infektion. So erhöhen alle Faktoren, die das 

Immunsystem supprimieren auch das Risiko an einer Blutstrominfektion zu 

erkranken. Dazu zählen unter anderem: Immunsupprimierende Therapie, 

Autoimmunerkrankungen, Neutropenie, Lymphopenie, Komorbiditäten wie Urämie, 

Unterernährung, Diabetes, Herzinsuffizienz, Leber- und Nierenerkrankungen, oder 

immunsupprimierende Virusinfektionen wie CMV, EBV, HBV, HCV, HIV und 

chirurgische oder invasive Eingriffe. Auch rezente Krankenhausaufenthalte oder 

Inanspruchnahme von anderen medizinischen Leistungen erhöhen das Risiko, an 

einer Blutstrominfektion zu erkranken (2). 

Stratifiziert man nach den epidemiologischen Kategorien, kann man solide Tumore, 

chronische Niereninsuffizienz, zentralvenöse Katheter oder vorangegangene 

Krankenhausaufenthalte und antibiotische Therapie als Risikofaktoren für eine 

nosokomiale S. aureus Blutstrominfektion festmachen. Bei Gesundheitssystem-

assoziierten Blutstrominfektionen finden sich hingegen vermehrt Patient*innen, die 

zuvor in einer Langzeitpflegeeinrichtung oder einem Krankenhaus untergebracht 

waren, die eine höhere Anzahl an Komorbiditäten aufwiesen und eine Kortikosteroid 

Therapie erhielten. In der Gruppe der ambulant erworben Blutstrominfektionen 

gelten Diabetes mellitus, HIV und chronische Lebererkrankungen als Risikofaktoren 

(20). Patient*innen mit aktiven Krebserkrankungen, peripheren Kathetern, 

Träger*innen von ESBL-Bildnern (extended-Spectrum-Betalactamase) oder MRSA 

(Methicillin resistenter Staphylococcus aureus), und Patient*innen die an Katheter-

assoziierten-Blutstrominfektion leiden, haben zusätzlich ein erhöhtes Risiko, dass 

ihre Blutstrominfektion durch multiresistente Keime ausgelöst wird (21).  

Auch höheres Alter ist ein Risikofaktor für die  Entwicklung von Blutstrominfektionen 

(19). Ältere Personen sind empfänglicher für Infektionen, da es im Alter zu 

vermehrten Dysfunktionen des Immunsystems, degenerativen physiologischen und 
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anatomischen Veränderungen, vermehrten schweren chronischen Erkrankungen 

und Mangelernährung kommt. Besonders gefährdet für nosokomiale 

Blutstrominfektionen sind ältere Patient*innen mit venösem Zugang, Harnkatheter, 

Dekubitus und Bettlägerigkeit (22). Infektionen in dieser Altersgruppe gehen auch 

mit einem erhöhtem Mortalitätsrisiko einher (11,23).  

1.1.3 Bedeutung einer raschen Therapieeinleitung 

Bei Sepsis-Patient*innen in Schock wurde in den ersten 6 Stunden nach 

Feststellung einer Hypotonie eine Steigerung der Mortalität um 7,6% pro Stunde 

verzögerter Therapieeinleitung beschrieben (24). Das rasche Einleiten einer 

passenden antimikrobiellen Therapie trägt also bei septischen und auch 

bakteriämischen Patient*innen wesentlich zur weiteren Entwicklung des 

Krankheitsverlauf bei (25,26). 

Erschwert wird die zeitgerechte Einleitung einer wirksamen Therapie durch die 

Zunahme von resistenten Mikroorganismen (17). Im Rahmen einer retrospektiven 

Studie aus den USA wurde festgestellt, dass 19% aller Patient*innen mit 

Blutstrominfektionen eine empirische antimikrobielle Therapie erhielten, auf die der 

Erreger nicht empfindlich reagierte. Das Erhalten einer unpassenden empirischen 

Therapie kam vermehrt bei Personen vor, die mit resistenten Erregern infiziert 

waren und führte zu erhöhter Mortalität (27).  

Auch eine Studie aus Spanien beschreibt dieselben Tendenzen. Dort wurden 24,8% 

aller Patient*innen initial mit einer inadäquaten empirischen Therapie behandelt. Die 

14-Tage-Mortalitätsrate dieser Patient*innen lag bei 29.9%, die der Patient*innen 

ohne Verzögerung der adäquaten Therapie bei 13,5%. Die Verzögerung der 

adäquaten Therapie erhöhte also das Mortalitätsrisiko auf mehr als das Doppelte 

(28).  

Eine weitere Studie aus England beschreibt die Verzögerung der antimikrobiellen 

Therapie als einzigen modifizierbaren Prädiktor für die Mortalität bei 

Blutstrominfektionen (29). 

Diese Studien verdeutlichen die Wichtigkeit der raschen Erlangung eines 

Resistenzprofils des Pathogens, um die empirische antimikrobielle Therapie 

gegebenenfalls dementsprechend anzupassen und das Mortalitätsrisiko möglichst 

gering zu halten (17,27). 
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1.1.4 Häufigste Erreger 

Die häufigsten Erreger von Blutstrominfektionen in Industrieländern sind 

Staphylococcus aureus, Koagulase-negative Staphylokokken, Enterococcus spp., 

Streptococcus pneumonie, Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa und 

Klebsiella spp. (2,30).  

Obwohl die genauen Häufigkeiten stark variieren, beschreiben viele Studien E. coli 

als den insgesamt häufigsten Erreger (8,11,13,14). Ps. aeruginosa und 

Staphylokokken werden oft mit Infektionen, die nosokomial oder 

Gesundheitssystem-assoziiert auftreten in Verbindung gebracht, während E. coli, 

S. pneumoniae und andere Streptokokken vermehrt in ambulanten Infektionen 

isoliert werden (8,14,30). 

1.1.5 Staphylococcus aureus 

Staphylococcus aureus gehört zur Gruppe der grampositiven Kokken (31). Rund 

20% der Bevölkerung sind permanent mit S. aureus besiedelt (32). Der häufigste 

Kolonisationsort ist die Nase. Diese Kolonisation erfolgt meist asymptomatisch, 

kolonisierte Personen haben aber ein höheres Risiko an invasiven S. aureus 

Infektionen zu erkranken als nicht kolonisierte (31).  

Infektionen mit S. aureus betreffen oft Haut und Weichteile und sind in vielen Fällen 

selbstlimitierend (33,34). Diese Haut- und Weichteilinfektionen können aber auch 

eine Eintrittspforte für tiefer sitzende Infekte wie Blutstrominfektionen darstellen 

(35).  

1.1.5.1 Blutstrominfektionen durch S. aureus 

S. aureus ist einer der häufigsten Erreger von Blutstrominfektionen weltweit (30). In 

Österreich wurden im Jahr 2022 4.440 S. aureus Bakteriämien gemeldet. Damit liegt 

die Inzidenzrate bei 48,8/100.000 und S. aureus ist nach E. Coli der zweithäufigste 

Erreger von Bakteriämien hierzulande (36). Laut einer Studie, die auf Daten von 

EARS-Net beruht, wurde von 2005 – 2018 europaweit ein Anstieg in der Inzidenz 

von S. aureus Blutstrominfektionen beobachtet. Vor allem die Rate jener 

Infektionen, die durch Methicillin empfindlichen S. aureus (MSSA) ausgelöst wurde, 

war im Anstieg, während die Inzidenz der Methicillin resistenten S. aureus (MRSA) 

Blutstrominfektion fiel (37). MRSA-Blutstrominfektionen machten demnach 

europaweit 2018 16,4% aller S. aureus Blutstrominfektionen aus. Die MRSA-Rate 

lag in Österreich 2018 bei 6,9%, 2022 lag sie bei 3,9%. Wie auch in Abbildung 1 
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ersichtlich, ist sie damit unter dem Europa-Schnitt und auch als fallend zu 

betrachten (36). 

Die meisten dieser S. aureus Blutstrominfektionen werden durch vorangegangene 

Haut- und Weichteilinfektionen oder liegende Katheter ausgelöst (35). Sie sind mit 

einer hohen Mortalität und häufig mit Langzeitfolgen verbunden (30,38). In 5 – 10% 

der Fälle treten auch Rezidive auf (39).  

 

 

Abbildung 1: MRSA Rate in verschiedenen europäischen Ländern (2022) (40) 

 

1.1.6 Escherichia coli 

E. coli ist ein fakultativ anaerobes gramnegatives Stäbchen (41). Bei über 90% der 

Bevölkerung ist er als nichtpathogener Kommensale in der Darmflora nachweisbar 

und stellt dort den prädominanten aeroben Organismus dar (42). Gleichzeitig gibt 

es auch pathogene Stämme, die Infektionen des Gastrointestinaltrakts auslösen 

können (43). Aufgrund seiner großen Anpassungsfähigkeit haben sich 

extraintestinal vorkommende pathogene Stämme entwickelt, die eine häufige 
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Ursache für Urogenitalinfektionen, Blutstrominfektionen, Sepsis oder neonatale 

Meningitis darstellen (41).  

1.1.6.1 Blutstrominfektionen durch E. coli 

E. coli ist sowohl in internationalen Studien als auch in Österreich der häufigste 

Erreger von Blutstrominfektionen (30,36). Im Jahr 2022 wurden laut AURES-Bericht 

6.886 Fälle von E. coli Bakteriämien erfasst, das entsprich einer Inzidenz von 

75,6/100.000 (36). In den letzten Jahrzehnten gab es bei E. coli Probleme mit 

Resistenzentwicklungen (30,43). In Österreich waren 2022 46,7% der getesteten 

Stämme gegen Aminopenicilline, 15,3% gegen Fluorchinolone und 8,6% gegen 3. 

Generations Cephalosporine resistent. Die Resistenz gegenüber 3. Generations 

Cephalosporinen wird im AURES-Bericht auch als Richtwert für den Anteil an ESBL 

(Extended-Spektrum Betalactamase) bildenden E. coli herangezogen. Man kann 

also davon ausgehen, dass 8,6% der 2022 isolierten E. coli Proben ESBL-Bildner 

waren. Wie man in Abbildung 2 erkennen kann, ist diese Resistenzrate verglichen 

mit anderen europäischen Ländern niedrig (44). Im 5-Jahres Vergleich sind die 

Resistenzraten bei Aminopenicillinen und 3. Generations Cephalosporinen 

gleichbleibend und bei Fluorchinolonen fallend (36). Die stabil hohen 

Resistenzraten stellen eine therapeutische Herausforderung dar. Infektionen mit 

ESBL bildenden E. coli Stämmen sind mit 2,5 fach höherer Mortalität und längeren 

Krankenhausaufenthalten assoziiert (45).  
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Abbildung 2: Resistenz gegen  3. Generations Cephalosporine / Anteil an ESBL-Bildern bei  E. coli in 
verschiedenen europäischen Ländern (2022) (44) 

 

1.1.7 Candida albicans 

Candida albicans ist ein ubiquitär vorkommender Hefepilz. Wie auch E. coli ist er 

als Kommensale im Darm-Mikrobiom, in der Hautflora, im Mund oder im weiblichen 

Urogenitaltrakt vorhanden. Da rund 70% aller Erwachsenen von C. albicans 

kolonialisiert sind, ist er der häufigste Pilz-Kommensale und gleichzeitig auch das 

am häufigsten isolierte Pilz-Pathogen (46). In einem immunkompetenten Wirten 

oder einer immunkompetenten Wirtin wird C. albicans durch intakte Epithelien und 

Schleimhäute davon abgehalten, invasiv zu werden. Kommt es aus irgendeinem 

Grund zur Immunsuppression des Wirtes oder Verletzungen der Schleimhaut- oder 

Epithel-Barriere, zum Beispiel durch periphere Venenverweilkatheter, ist C. albicans 

in der Lage, in nahezu jeden Teil des Körpers einzudringen und dort Infektionen 

auszulösen (47,48).  
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1.1.7.1 Blutstrominfektionen durch C. albicans 

Blutstrominfektionen durch C. albicans sind weitaus seltener als durch S. aureus 

oder E. coli verursachte Blutstrominfektionen (49). Sie kommen vor allem in 

nosokomialen Settings vor, besonders betroffen sind Patient*innen auf 

Intensivstationen (50). Eine Review aus dem Jahr 2019 schätzt die Inzidenzrate für 

die gesamten Blutstrominfektionen durch Vertreter der Gruppe Candida spp. auf 

3,3/100.000 (49). C. albicans ist der am häufigsten isolierte Vertreter dieser Gruppe, 

wobei eine sinkende Häufigkeit in mehreren Studien beschrieben wird, während 

andere Vertreter häufiger werden (36,49,51). Insgesamt wird eine steigende 

Inzidenz bei Candidämien beobachtet. In Österreich wurden 2022 191 Isolate von 

C. albicans aus Blutkulturen gemeldet. Österreichweit gibt es bei C. albicans keine 

großen Probleme mit Resistenzen (36).  

Die Mortalitätsrate durch Candida Infektionen ist sehr hoch und liegt bei bis zu 40%  

(47,52). Das liegt einerseits daran, dass die herkömmliche Diagnostik durch 

Blutkulturen bei C. albicans sehr lange dauert und nicht sehr sensibel ist, 

andererseits betreffen C. albicans Infektionen sehr oft Patient*innen, die ohnehin 

immunsupprimiert oder multimorbide sind (47,51,53). 

 

1.2 Diagnostik mittels Blutkulturen 

Die gängigste Methode zur Diagnostik von Blutstrominfektionen ist die Abnahme 

von Blutkulturen (54). Die „Surviving Sepsis Campaign“ empfiehlt die routinemäßige 

Abnahme von Blutkulturen bei allen Patient*innen mit Verdacht auf Sepsis oder 

septischem Schock, sofern das Einleiten einer empirischen antiinfektiven Therapie 

damit nicht verzögert wird (55).  

Die Sensitivität der Blutkulturen ist abhängig von der Anzahl an Sets, die 

abgenommen werden und beträgt bei zwei Sets innerhalb von 24 Stunden rund 

90%, bei der Abnahme von drei Sets kann sie auf bis zu 98% erhöht werden (56–

58). Dabei gibt es Unterschiede zwischen den verschiedenen detektierten 

Mikroorganismen. So wurden S. aureus Bakteriämien schon zu 90% im ersten Set 

detektiert, während bei Ps. aeruginosa und C. albicans nur rund 60% der insgesamt 

detektierten Bakteriämien/Fungämien schon im ersten Set positiv waren (56). 

Für optimale Ergebnisse wird empfohlen, zwei bis vier Sets von Blutkulturflaschen 

(jeweils aerob und anaerob) mit 20-30ml Blut pro Set zu füllen. Die Entnahme sollte 
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nach Hautdesinfektion und Punktion aus einer peripheren Vene erfolgen. Es sollte 

keine Abnahme an liegenden Kathetern erfolgen, da hier das Risiko einer 

Kontamination erhöht ist (59). Eine Ausnahme besteht bei Verdacht auf Katheter 

assoziierte Blutstrominfektionen, hier soll ein Set vom liegenden Katheter 

abgenommen werden, um die Zeit zur Positivität mit einer peripher abgenommenen 

Kultur vergleichen zu können. Die Entnahme sollte auch vor Einleiten einer 

antiinfektiven Therapie erfolgen, da es bereits kurz nach Gabe von antiinfektiven 

Substanzen zu falsch-negativen Proben kommen kann (60). Die Standard-

Inkubationszeit für Blutkulturen beträgt fünf Tage, längeres Inkubieren führt bei den 

gängigsten bakteriellen Erregern nicht zu einer höheren Detektionsrate und sollte 

deshalb nicht standardisiert stattfinden. Bei Verdacht auf Pilzinfektionen oder 

Infektionen mit anderen langsam wachsenden Organismen wie Mykobakterien 

sollte die Inkubationszeit verlängert werden (59,61). 

Die Flaschen werden bei modernen automatisierten Blutkultursystemen 

kontinuierlich überwacht und vom System, je nach Hersteller, anhand 

unterschiedlicher Parameter als positiv erkannt. Bei BacT/ALERT monitorisiert man 

das Keimwachstum anhand farblicher Änderungen der Probe. Diese finden infolge 

eines Abfalls des pH-Wertes nach CO2-Erhöhung statt.  BACTEC überwacht 

Fluoreszenz-Änderungen der Probe, die ebenfalls nach CO2-Erhöhung und pH-

Wert-Abfall stattfinden. VersaTREK misst Druckveränderungen innerhalb der 

Kulturflaschen, die durch Gasverbrauch oder Gasproduktion der Mikroorganismen 

entstehen (62).  

1.2.1 Erregeridentifikation 

Da es keine europäischen Guidelines zur mikrobiologischen Diagnostik von 

Blutstrominfektionen gibt, werden je nach Labor und dessen Ausstattung 

unterschiedliche Methoden zur Erregeridentifikation und Testung der 

antimikrobiellen Empfindlichkeit verwendet. Laut einer Umfrage von Idelevich et. al 

aus den Jahren 2016 und 2017, die an über 200 Laboren in 25 verschiedenen 

europäischen Ländern durchgeführt wurde, war die gängigste Methode zur 

Auswertung von positiven Blutkulturen die Identifikation der Erreger mittels matrix-

assistierter Laser-Desorption-Ionisierung (MALDI) in Kombination mit einer 

Flugzeitanalyse der freigesetzten Ionen (TOF) (63). Dabei werden die Proben zuerst 

ionisiert und dann mit Hilfe von Massenspektrometrie anhand der Flugzeit analysiert 
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und die Spezies identifiziert (64). Das Verfahren erfolgt entweder direkt mit Blut aus 

den Blutkulturen oder nach kurzer Inkubation auf festem Medium (65). 

Bei der direkten Methode muss zunächst eine Lyse erfolgen, um störende 

Bestandteile wie das Kulturmedium, Blutzellen und menschliche Proteine zu 

entfernen. Danach wird die Probe zentrifugiert, ausgewaschen und erneut 

zentrifugiert, bevor das entstandene Pellet auf eine Target-Platte aufgetragen 

werden kann und vom Gerät analysiert wird. Diese Schritte können zwischen 15 

Minuten und zwei Stunden in Anspruch nehmen (65).  

Für die kurzzeitige Inkubation, die trotz ihrer längeren Dauer häufiger verwendet 

wird, werden einige Tropfen der positiven Blutkultur auf einer Agarplatte verteilt und 

dann für zwei bis sechs Stunden inkubiert, erst danach erfolgt die Identifikation der 

Kulturen mittels MALDI-TOF (63,66). Der Vorteil dieser Methode besteht in ihrer 

Kostengünstigkeit und, im Gegensatz zur direkten Methode, besseren 

Detektionsrate (abhängig von der Inkubationszeit), vor allem bei grampositiven 

Erregern. Ein Nachteil von MALDI-TOF ist, dass bei polymikrobiellen Infektionen 

nicht alle Erreger identifiziert werden können (65).  

Weitere Identifikationsmethoden, die weniger häufig verwendet werden sind: Latex-

Agglutination, Beimpfung von semiautomatisierten biochemischen Systemen nach 

kurzer Kultivierung auf Agarplatten, direkter Koagulase-Test zur Identifikation von 

S. aureus oder auf Nukleinsäure basierende Methoden wie FISH oder Multiplex-

PCR (63).  

1.2.2 Testung der antimikrobiellen Empfindlichkeit 

Im Anschluss an die Erregeridentifizierung muss noch die antimikrobielle 

Empfindlichkeit getestet werden (54,67). Die in europäischen Laboren am 

häufigsten verwendete Methode zur Testung der antimikrobiellen Empfindlichkeit ist 

der Agardiffusionstest (67). Dafür muss eine Übernachtkultur des zu testenden 

Pathogens angelegt werden. Von den über Nacht gewachsenen Kolonien werden 

einige in eine Salzlösung überführt und vermischt. Die Dichte der Suspension kann 

mit einem Photometer gemessen werden und wird durch weiteres Zugeben von 

Kolonien oder Salzlösung so lange angepasst, bis sie bei 0,5 McFarland liegt. 

Anschließend wird die Suspension mit einem sterilen Tupfer gleichmäßig auf 

Agarplatten aufgetragen. Danach werden Antibiotika enthaltende Plättchen auf die 

Agarplatten aufgebracht und die Platten inkubiert. Die Inkubationszeit hängt vom 
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Organismus ab, meist sind 18 Stunden empfohlen. Nach der Inkubation kann die 

Größe der Hemmhöfe rund um die jeweiligen Antibiotikaplättchen abgemessen 

werden und damit anhand von Breakpoint Tabellen die antibiotische Empfindlichkeit 

beurteilt werden (68). 

 

Es gibt seit 2019 eine weitere von der EUCAST entwickelte und empfohlene 

Methode zur schnelleren Resistenzprüfung. Bei „rapid antimicrobial susceptibility 

testing“ (RAST) wird Blut direkt aus der positiven Blutkulturflasche auf Agarplatten 

pipettiert. Nach Aufbringen der Antibiotikaplättchen wird nur vier, sechs oder acht 

Stunden inkubiert (je nach Erreger). Danach kann wieder, anhand einer speziellen 

RAST Breakpoint Tabelle, ausgewertet werden. Die Limitation dieser Methode 

besteht darin, dass sie nur für die gängigsten Erreger validiert ist (E. coli, Klebsiella 

pneumoniae, Ps. aeruginosa, S. aureus, Streptococcus pneumoniae, Enterococcus 

faecalis und faecium und Acinetobacter baumanii) (69).  

1.2.3 Limitationen der Blutkulturdiagnostik 

1.2.3.1 Dauer 

In den letzten Jahren gab es viele Bemühungen zur Verkürzung des 

Diagnoseprozesses mittels Blutkultur (66,67). Dennoch stellt die noch immer relativ 

lange Dauer ein Problem dar, da eine längere Zeitspanne bis zur adäquaten 

Therapieeinleitung mit höherer Morbidität und Mortalität assoziiert ist (25,70). Die 

Dauer des Gesamtprozesses ist weiterhin stark von der Dauer zur positiven 

Blutkultur und auch der Besetzung und Ausstattung des Labors abhängig (54). 

Verschiedene Studien zeigen auf, dass die Dauer des Diagnoseprozesses 

maßgeblich vom Zeitpunkt der Probenentnahme abhängt. Werden Blutkulturen 

nach Arbeitsschluss oder an Wochenenden abgenommen oder positiv, kommt es 

häufig zu Verzögerungen des weiteren Diagnoseprozesses und damit auch zu 

Verzögerungen in der Einleitung einer adäquaten Therapie (70,71).  

Schnellere Identifikationsmethoden wie RAST sind zwar theoretisch verfügbar, aber 

werden nicht so breit verwendet und sind nicht bei allen Erregern einsetzbar (63,69).  

1.2.3.2 Schwer zu kultivierende Organismen 

Nicht alle Organismen lassen sich gleich schnell und gut mit Hilfe einer Standard-

Blutkultur kultivieren (61). Einige seltenere Erreger wie Coxiella burnetii, Bartonella 
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spp., Brucella spp. Tropheryma whipplei, Vertreter der Mykobakterien und Pilze 

wachsen nicht oder nur schlecht in herkömmlichen Blutkulturflaschen (72). Viele 

Mykobakterien etwa wachsen sehr langsam. Verschiedene Studien geben 

durchschnittlich zwei bis drei Wochen als Zeit zur Positivität an (73,74). Die 

Identifikation dieser Erreger muss mit Serologie, PCR oder verlängerter 

Inkubationszeit erfolgen und nimmt damit zusätzliche Zeit und Ressourcen in 

Anspruch (61,72).  

1.2.3.3 Hohe Rate an Kontaminationen 

Ein weiteres Problem, dass im Zusammenhang mit der Abnahme von Blutkulturen 

auftritt, ist die hohe Rate an falsch-positiven Proben in Relation zu richtig-positiven 

Proben (75). Einerseits ist das auf mangelnde Hygiene im Rahmen der Abnahme 

zurückzuführen, denn am häufigsten sind für die Kontamination von Blutkulturen 

Koagulase-negative Staphylokokken verantwortlich, die aus der Hautflora der 

Patient*innen stammen (76). Weitere Erreger die häufig für eine Kontamination 

verantwortlich sind, sind Micrococcus spp., Propionibakterium acnes, 

Corynebacterium spp. und Bacillus spp. (77,78). 

Kontaminierte von richtig positiven Blutkulturen zu unterscheiden ist nicht einfach, 

da viele der Pathogene, die typischerweise für Kontaminationen sorgen, auch 

immer häufiger für tatsächliche Blutstrominfektionen verantwortlich sind (79). Einen 

Anhaltspunkt zur Differenzierung von falsch-positiven und richtig-positiven Proben 

kann, außer der Art des Erregers, auch die Anzahl an positiven Flaschen geben. Je 

höher die Anzahl der positiven Blutkulturen innerhalb eines abgenommenen Sets 

ist, desto wahrscheinlicher handelt es sich um eine richtig-positive Probe (80). 

Andererseits stellen neben den Kontaminationen fehlende Guidelines zu korrekten 

Abnahme-Indikationen von Blutkulturen ein Problem dar (81). Oft werden 

Blutkulturen aufgrund von neu aufgetretenem oder persistierendem Fieber oder 

Leukozytose abgenommen, obwohl diese Marker schlechte Prädiktoren für eine 

Bakteriämie oder Fungämie sind (75,82,83). Weil Bakteriämien und Fungämien 

aber mit einer hohen Mortalität assoziiert sind, werden Blutkulturen oft aus Sorge 

vor Unterversorgung von Infektionen oder Angst vor dem fehlenden Ansprechen der 

antiinfektiven Therapie trotzdem durchgeführt (83). All diese Faktoren führen dazu, 

dass der Anteil an positiven Blutkulturen in vielen Studien sehr niedrig ist (3-8%) 
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und die falsch-positiven Proben oft bis zu 50% der Gesamtpositiven ausmachen 

(75,84,85).  

Aufgrund des hohen Anteils an falsch-positiven Proben und weil es schwierig ist, 

eine Kontamination als solche zu identifizieren, werden 40-50% der Patient*innen 

mit falsch-positiven Proben unnötig mit Antiinfektiva behandelt. Diese Patient*innen 

bleiben auch längere Zeit im Krankenhaus stationär, was zu erhöhten 

Behandlungskosten führt (86). Zudem führt die unnötige oder unwirksame 

Verschreibung von Antiinfektiva zu erhöhten Resistenzraten, was wiederum das 

Einleiten einer wirksamen empirischen Therapie für die tatsächlich erkrankten 

Patient*innen erschwert (87). 

 

1.3 Whole Genome Sequencing 

 

Zwischen der Entdeckung der DNA-Struktur im Jahr 1953 und der erfolgreichen 

Etablierung von Sequenzierungstechniken der ersten Generation vergingen über 

zwei Jahrzehnte. Das lag unter anderem an der großen Länge der DNA-Stränge, 

diese ließ eine komplette Sequenzierung unmöglich wirken. Auch die Ähnlichkeit 

der verschiedenen DNA-Moleküle zueinander und der Fakt, dass zu dieser Zeit 

keine spezifischen DNasen bekannt waren, stellte Forscher*innen vor Probleme 

(88). 

Die erste Methode zur DNA-Sequenzierung, die weite Anerkennung fand, wurde im 

Februar 1977 publiziert und stammt von Maxam und Gilbert. Sie basierte darauf, 

dass radiomarkierte DNA mit Chemikalien behandelt wurde, was dazu führte, dass 

der Strang an bestimmten Basen brach. Durch Gelelektrophorese konnte die Länge 

der gebrochenen Stränge und damit die Position der Basen bestimmt werden. Ein 

noch größerer Erfolg, der die folgenden 30 Jahre der DNA-Sequenzierung 

bestimmte, folgte im Dezember 1977, als Fred Sanger seine „Kettenabbruch-

Methode“ oder „Didesoxy-Technik“ entwickelte (89).  

1.3.1 First Generation Sequencing 

Die Kettenabbruch-Methode basiert darauf, die normalerweise in der DNA 

vorkommenden Desoxyribonukleotide (dNTPs) durch chemische Analoga zu 

ersetzen, die keine 3’Hydroxygruppe besitzen (Didesoxynukleotide; ddNTPs). 
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Durch das Fehlen der 3’Hydroxygruppe kann die Extension des DNA-Strangs nach 

Einfügen des Analogons nicht weitergeführt werden und die Synthese der 

Nukleinsäure stoppt an dieser Stelle.  

Um diesen Mechanismus zur Sequenzierung zu nutzen, werden vier Reaktionen 

parallel durchgeführt. Jede enthält einen denaturierten DNA-Stang mit Primer und 

jeweils dNTPs (entweder Adenin, Guanin, Cytosin oder Thymin) und entsprechende 

radiomarkierte ddNTPs. Die ddNTPs werden zufällig an einer Stelle eingebaut, an 

der eigentlich die dNTPs liegen sollten und stoppen danach die Synthese. Man 

erhält also sehr viele verschieden lange Ketten. Lässt man die Lösungen der vier 

Reaktionen anschließend über ein Polyacrylamid-Gel laufen, bilden sich durch die 

Radiomarkierung Banden am Gel, die die Position der jeweiligen Nukleotide 

anzeigen. Daran kann die Sequenz abgelesen werden (89,90).  

 

Diese Methode war bis Mitte der 2000er der Goldstandard der Sequenzierung. Ihr 

Vorteil lag in ihrer großen Genauigkeit und relativ langen Länge der Reads (bis zu 

1 Kilobase). Nachteile waren extrem hohe Kosten und vor allem niedriger 

Durchsatz, weshalb sie auch großteils durch „Next Generation Sequencing“ 

abgelöst wurde (91).  

1.3.2 Second Generation Sequencing 

Die zweite Generation der Sequenzierung umfasst mehrere Methoden (92). Die 

erste Methode, die der zweiten Generation zugeordnet wurde, war die 

„Pyrosequenzierung“. Hierbei werden Lichtreaktionen gemessen, die durch eine 

chemische Reaktion des Spaltproduktes Pyrophosphat entstehen, wenn ein 

Nukleotid in einen DNA-Strang eingebaut wird (93). Die Vorteile dieser Methode 

gegenüber der Kettenabbruch-Methode sind, dass man sie in Echtzeit messen kann 

und nicht mit veränderten Nukleotiden arbeiten muss (90). Erfolgreich 

kommerzialisiert wurde die Pyrosequenzierung Mitte der 2000er, als es 454 Life 

Sciences gelang, Sequenziergeräte herzustellen, die in der Lage waren, 

verschiedene DNA-Bruchstücke parallel zu sequenzieren. Somit konnte die Menge 

an DNA, die während eines Durchgangs sequenziert wurde, um ein Vielfaches 

erhöht werden (94). 
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Als Antwort auf den Erfolg dieser Technik wurden von mehreren Herstellern 

verschiedene Techniken entwickelt, die es ebenfalls ermöglichten, parallel zu 

sequenzieren (90).  

Die am weitesten verbreitete Technik dieser Generation stammt von Illumina. Sie 

basiert auf „sequencing by synthesis“ und misst fluoreszierende Signale, die beim 

Einbau von dNTPs abgegeben werden. Diese Signale entstehen, weil die dNTPs 

zuvor mit Molekülen modifiziert wurden, die fluoreszierende Signale abgeben. Diese 

Moleküle nennt man „Labels“  (95).  

Die Erneuerungen, die diese Generation mit sich brachte, führten zu einer 

drastischen Reduktion des Aufwandes und der Kosten, die ursprünglich mit dem 

Sequenzieren verbunden waren (90). Eine Gemeinsamkeit, die alle Methoden 

dieser Generation haben, ist die „short read length“. Das heißt, die Anzahl der 

Basenpaare, die in einem Read gelesen werden kann, liegt bei nur 50-500 (90). Das 

birgt den Nachteil, dass Rekonstruktion und de-novo-Assembly der sequenzierten 

Strukturen schwierig ist (96).  

Weiters muss bei Methoden dieser Generation die DNA zuerst durch PCR 

amplifiziert werden, um die Signale zu verstärken und messbar zu machen (97). 

Durch die Amplifizierung kann ein weiteres Problem auftreten, nämlich ein 

Amplifizierungs-Bias, der dafür sorgt, dass bestimmte Fragmente der amplifizierten 

DNA über- oder unterrepräsentiert werden (98).  

1.3.3 Third Generation Sequencing 

Als „Third Generation Sequencing“ werden Techniken bezeichnet, bei denen die 

Amplifikation der DNA nicht notwendig ist und die das Sequenzieren von einzelnen 

Molekülen in Echtzeit möglich machen (90,99). Da die beiden am weitesten 

verbreiteten Technologien dieser Generation Read-Längen von bis zu 10 Kilobasen 

erreichen, spricht man auch von „long-read sequencing"“ (96). Die längeren Reads 

erlauben besseres de-novo-Assembly und besseres Sequenzieren von repetitiven 

Regionen. Beide Technologien basieren auf unterschiedlichen Prinzipien. Pacific 

Biosciences misst Lichtimpulse fluoreszierender Nukleotide, während diese 

eingebaut werden. Jeder Lichtimpuls kann einer bestimmten Base zugeordnet 

werden, dadurch ergibt sich die Sequenz (99). 

Oxford Nanopore Technologies hat „Nanopore-Sequencing“ entwickelt. Dabei wird 

ein einzelner DNA-Strang mit Hilfe eines elektrischen Potentials durch eine Pore in 
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einer Isoliermembran gezogen. Beim Durchtreten der Pore kommt es durch die 

verschiedenen Basenkombinationen zu charakteristischen Veränderungen im 

elektrischen Fluss, die von einem Sensor detektiert werden. Diesen Veränderungen 

können die Basen dann zugeordnet werden (97). 

Zum Einführungszeitpunkt dieser Methode war deren größte Schwachstelle eine 

hohe Fehlerrate von bis zu 15% (100). In den letzten Jahren wurden diese durch 

bessere Algorithmen und verbesserte Poren laufend geringer, liegen aber noch 

immer höher als Fehlerraten der zweiten Generation. Weiter minimiert werden 

können Fehler durch höhere Sequenziertiefe, also vermehrtes Sequenzieren 

desselben Abschnittes (101).  

Vorteile der Nanopore-Technologie sind kurze Sequenzierdauer, niedrige Kosten 

und Ortsunabhängigkeit aufgrund der geringen Größe der Geräte. 

Eingesetzt werden können diese neuen Methoden bei der HLA-Typisierung, 

Krebsdiagnostik und Diagnostik von Infektionskrankheiten. In der Forschung 

werden sie aufgrund der Länge der Reads verwendet, um Genomlücken bei 

Referenzgenomen zu schließen oder neue Referenzgenome zusammenzusetzen 

(102).   

1.4 MinION Nanopore 

 

Der MinION wurde 2014 als erstes kommerzielles Sequenziergerät von Oxford 

Nanopore Technologies auf den Markt gebracht. Der MinION wiegt nur 90g und 

kann mittels USB3 Port mit jedem Computer verbunden werden. Eine spezielle 

Software (MinKNOW) muss am Computer installiert werden, um das Gerät zu 

bedienen und die Daten, die der MinION misst, in Echtzeit auszuwerten.  

Um DNA zu sequenzieren, verwendet der MinION auswechselbare Flowcells, die 

auf Basis der Nanopore Technologie funktionieren. Die Flowcells besitzen jeweils 

512 Kanäle, das erlaubt die gleichzeitige Analyse von bis zu 512 DNA-Molekülen 

(103).  
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Abbildung 3: Der MinION Nanopore (104) 

Bevor Proben analysiert werden können, müssen sie in das richtige Format 

gebracht werden, um vom MinION ausgelesen werden zu können. Diesen Prozess 

nennt man „library preparation“. Dabei wird die DNA in kleine Stücke zerteilt und 

Adapter an beiden Enden der DNA-Stücke angebracht. Einer dieser Adapter 

verbindet sich später mit der Nanopore, hilft dabei die Flussgeschwindigkeit soweit 

zu verlangsamen, dass die Signale gemessen werden können und trennt die 

doppelsträngige DNA in zwei Einzelstränge auf (105). Danach kann der Strang 

anhand eines Ionen-Gradienten durch die Pore gezogen werden. Währenddessen 

werden die Veränderungen des elektrischen Potentials, die die Nukleotide beim 

Durchlaufen der Pore erzeugen, gemessen (103). Anschließend werden die 

Messungen den verschiedenen Basen der DNA zugeordnet, das bezeichnet man 

als „base calling“ (106). Zur darauffolgenden Analyse der erhobenen Werte wurden 

verschiedene Tools entwickelt, um die rohen Daten aufzubereiten oder zu 

visualisieren. Es existieren Tools zur Fehlerkorrektur, zum Zuordnen der 

sequenzierten Abschnitte zu bekannten Referenzgenomen („Read-Mapping“), zur 

Variantenerkennung, zur Echtzeitvisualisierung der gemessenen Daten und auch 

Tools, die ein de-novo-Assembly ermöglichen (97,103). 
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1.4.1 Diagnostik von Blutstrominfektionen mit Nanopore 
Sequenzierung 

 

Erfolgreiche Anwendungen des MinION zur Erregeridentifizierung bei Infektionen 

wurden seit seiner Einführung in verschiedenen Studien beschrieben. Die 

Anwendungsbreite geht dabei von der Monitorisierung des Ebola Ausbruchs in 

Westafrika 2016, über Erregernachweise aus Urin, Blut, oder Sputum bis hin zum 

Erstellen von antimikrobiellen Resistenzprofilen (107–110).  

Zur Diagnostik von Blutstrominfektionen gibt es nur eine Handvoll Studien. In zwei 

Studien aus den Jahren 2018 und 2019 wurden bakterielle Erreger erfolgreich aus 

positiven Blutkulturflaschen identifiziert. Die Ergebnisse bei gramnegativen 

Erregern waren sehr zufriedenstellend, im grampositiven Bereich gab es allerdings 

Probleme mit Fehlidentifizierungen. Außerdem verliert man, weil das Blut zuerst 

inkubiert werden muss, durch diese Vorgehensweise den Zeitvorteil, den die 

Sequenzierung eigentlich gegenüber der herkömmlichen Diagnostik bietet 

(111,112).  

Die direkte, erfolgreiche Erregeridentifizierung aus Blutproben von Sepsis-

Patient*innen beschrieben unter anderem Grumaz et. al 2020. Sie war innerhalb 

von fünf bis sechs Stunden nach der Blutabnahme möglich und war damit um ein 

Vielfaches schneller als die herkömmliche Diagnostik mittels Kultur. Es konnten in 

dieser Studie 75% der Erreger, die durch Illumina Sequenzierung detektiert wurden, 

auch vom MinION gefunden werden (110). 

Weitere, neuere Studien beschreiben erfolgreiche Identifizierung direkt aus 

Blutproben in ähnlich kurzen Zeitspannen (113–115). In den Studien von Hong et. 

al und Han et. al aus den Jahren 2023 und 2024 wird mit Hilfe von Nanopore 

Sequenzierung eine höhere Detektionsrate von Blutstrominfektionen erreicht als mit 

herkömmlichen Blutkulturen (113,114). Verglichen mit Blutkulturen und 

anschließender PCR-Kontrolle der Proben, lag die Sensitivität der Nanopore 

Sequenzierung laut Hong et al. bei 92% und die Spezifität bei 78% (114).  

Ein große Herausforderung in der erfolgreichen Erregeridentifizierung sind falsch-

positive Ergebnisse (110,113,114). Da durch die Sequenzierung auch 

Kontaminationen, transiente Bakteriämien oder nicht lebensfähige Bakterien im Blut 

erkannt werden, muss noch weiter an Algorithmen zur Qualitätskontrolle gearbeitet 

werden, um besser zwischen falsch-positiven und richtig-positiven Ergebnissen 
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differenzieren können. Das Miteinbeziehen anderer Laborergebnisse und der Klinik 

der Patient*innen ist hierbei wesentlich (113).  

 

Die Bestimmung der antimikrobiellen Resistenzen betreffend, gibt es auch 

vielversprechende Ergebnisse. 

Sakai et. al gelang es, mit dem MinION ESBL-produzierende gramnegative 

Bakterien aus Blutkulturflaschen nachzuweisen und somit nicht nur die Erreger zu 

identifizieren, sondern auch eine Aussage über die antimikrobielle Empfindlichkeit 

zu treffen (112). Auch Chan et al. beschrieben, dass eine erfolgreiche Erstellung 

eines antimikrobiellen Profils von Mycobakterium tuberculosis Proben mit Hilfe von 

MinION möglich war (116). 

Han et al. suchten mit Hilfe der Nanopore Sequenzierung nach bekannten 

Resistenzgenen und verglichen die Ergebnisse mit denen herkömmlicher 

Agardiffusionstests. Dabei stellten sie fest, dass sich die Ergebnisse in 80% der 

untersuchten Proben deckten. Es war möglich, alle ESBL-bildenden Erreger mittels 

Nanopore Sequenzierung zu identifizieren, allerdings konnten nur 54% der 

Carbapenem-Resistenzen erkannt werden.  

Der Nachweis von Resistenzen ist noch weitaus schwieriger als die richtige 

Identifikation des Erregers und stark davon abhängig, dass neue Mutationen von 

Resistenzgenen zeitnahe in Resistenzdatenbanken eingepflegt werden. Außerdem 

ist zu beachten, dass mit dieser Methode lediglich das Vorhandensein oder Fehlen 

von Resistenzgenen, also ein resistenter oder empfindlicher Genotyp 

nachgewiesen wird (113). Der Nachweis eines resistenten oder empfindlichen 

Genotyps muss nicht bedeuten, dass auch ein entsprechender Phänotyp vorliegt 

(117).  

 

1.5 Ziele der Arbeit 

 

Ziel dieser Arbeit war herauszufinden, wie hoch die Konzentration bestimmter 

Erreger im Blut sein muss, um sie mittels Whole Genome Sequencing mit dem 

MinION Nanopore detektieren zu können. Es sollten Schwellenwerte für S. aureus, 

E. coli und C. albicans ermittelt werden. 
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2 Material und Methoden 
 

Laut verschiedener Quellen liegt die Bakterienkonzentration bei 

Blutstrominfektionen in der Regel zwischen 1 und 10 CFU/ml (118–120).  

Um möglichst realistische Bedingungen nachzustellen und Blutproben mit 

bekannter Keimkonzentration zum Sequenzieren zur Verfügung zu haben, wurden 

Verdünnungsreihen erstellt. Dafür wurde Blut von gesunden freiwilligen 

Spender*innen mit den oben genannten Keimen versetzt, ein entsprechendes 

Votum der Ethikkommission liegt vor.  

Das gespendete Blut wurde an den Tagen der Erstellung der Verdünnungsreihen in 

5ml Lithium-Heparin-Vacuetten abgenommen, zusätzlich wurde von jeder 

Spenderin und jedem Spender ein Paar Blutkulturen (aerob und anaerob; BD 

BACTEC™) abgenommen und inkubiert, um auszuschließen, dass bereits eine 

Blutstrominfektion vorlag.  

Die Erstellung der gespikten Blutproben fand im Juni 2024 im Mikrobiologie Labor 

des Instituts für Infektiologie am LKH Graz statt.  

 

2.1 Anlage von Übernachtkulturen  

 

Zur Erstellung der Suspensionen, die den Ausgangspunkt der Verdünnungsreihen 

bildeten, wurden zunächst auf Columbia-Blut-Agarplatten Übernachtkulturen von 

Referenzstämmen von S. aureus (ATCC 29213), E. coli (ATCC 25922) und C. 

albicans (ATCC 10231) angelegt.  

 

Für die Herstellung der Ausgangssuspensionen, die jeweils einer Trübung von 0,5 

McFarland entsprachen, wurden von den Platten mit den Referenzstämmen 

einzelne Kulturen mit einer Öse übernommen und mit 0,9% NaCl Lösung versetzt. 

Die Trübung der Suspension wurde mit einem Photometer (DensiCheck, 

BioMerieux) kontrolliert und auf 0,5 McFarland eingestellt. Eine Trübung von 0,5 

McFarland entspricht bei E. coli und S. aureus einer Bakterienkonzentration von 1,5 

x 108 CFU/ml (68). Bei C. albicans entspricht 0,5 McFarland einer Konzentration von 

1,5 x 106 CFU/ml (121).  
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2.2 Erstellen der Verdünnungsreihen mit S. aureus und E. coli 

 

Die Erstellung der Verdünnungsreihen mit S. aureus und E. coli erfolgten nach 

demselben Prinzip. Ausgangspunkt bildeten jeweils die beiden 0,5 McFarland 

Suspensionen mit S. aureus und E. coli, diese entsprachen jeweils einer 

Konzentration von 1,5 x 108 CFU/ml. 

Ein Pilotversuch ergab, dass auf Kontrollplatten jener Verdünnungsstufen, die mit 

Blut aus Lithium-Heparin-Röhrchen angefertigt wurden, weniger CFU als erwartet 

wuchsen. Dies könnte auf eine antimikrobielle Aktivität von Heparin zurückzuführen 

sein (122). Um trotzdem eine Möglichkeit zu haben, die Keimkonzentration in den 

Proben zu kontrollieren, wurde entschieden, die Verdünnungsreihen im 

Doppelansatz zu erstellen. Der A-Ansatz wurde zur Gänze mit 0,9% NaCl Lösung 

als Trägermedium durchgeführt. Die Proben des A-Ansatzes wurden später auf 

Kontrollplatten ausgestrichen, um die Konzentration der einzelnen 

Verdünnungsstufen ohne den Einfluss von Heparin überprüfen zu können. 

Der zeitgleich erstellte B-Ansatz wurde ab der dritten Verdünnungsstufe, die einer 

Konzentration von 1,5 x 105 CFU/ml entspricht, mit Lithium-Heparin-Blut von 

gesunden Spender*innen als Trägermedium erstellt. Damit sollen realitätsnahe 

Bedingungen für die spätere Extraktion und Sequenzierung der Proben des B-

Ansatzes nachgestellt werden.   

Die Verdünnung der einzelnen Stufen betrug jeweils 1:10. Für den ersten Schritt 

wurden 300 µl der 0,5 McFarland Suspension in 2700 µl 0,9% NaCl pipettiert und 

anschließend gevortext. Diese erste Verdünnungsstufe entsprach einer 

Konzentration von 1,5 x 107 CFU/ml. Aus der so entstandenen Suspension wurden 

wieder 300 µl in 2700µl 0,9% NaCl Lösung pipettiert und gevortext. Diese Schritte 

wurden noch insgesamt sechsmal wiederholt. Die so entstandenen 

Verdünnungsstufen entsprachen den Konzentrationen 1,5 x 107 CFU/ml, 1,5 x 106 

CFU/ml, 1,5 x 105 CFU/ml, 1,5 x 104 CFU/ml, 1,5 x 103 CFU/ml, 1,5 x 102 CFU/ml, 

1,5 x 10 CFU/ml und 1,5 CFU/ml.  
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Abbildung 4: Schema zur Erstellung des A-Ansatzes der mit S. aureus und E. coli gespikten Verdünnungsreihen 

 
Für die B-Ansätze wurde nur bei den ersten beiden Verdünnungsstufen 0,9% NaCl 

Lösung als Trägermedium verwendet, ab der dritten Stufe wurden 300µl in 2700µl 

Lithium-Heparin-Blut pipettiert. Bei diesem Ansatz wurde in DNA-freie 5ml 

Eppendorf Tubes pipettiert.  

 

Abbildung 5: Schema zur Erstellung des B-Ansatzes der mit S. aureus und E. coli gespikten Verdünnungsreihen 

 
Zusätzlich zu den Verdünnungsstufen wurde bei jedem B-Ansatz eine Negativprobe 

hergestellt, die nur aus 2700 µl Spender*innenblut bestand. Von sämtlichen 

erstellten Verdünnungsstufen der beiden Ansätze und den Negativproben wurden 

zur Kontrolle der Keimzahl jeweils 100 µl auf Schafblut-Agar-Platten pipettiert und 

verstrichen. Im Anschluss wurden die im B-Ansatz erstellten Blutproben 

eingefroren, um später die DNA zu extrahieren und die Proben zu sequenzieren.  

Sämtliche Kontroll-Platten wurden bei 35°C für 24h inkubiert, anschließend wurde 

die Keimzahl abgelesen und kontrolliert. 
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Abbildung 6: Der fertige B-Ansatz mit S. aureus 

 

2.3 Erstellen der Verdünnungsreihen mit C. albicans 

 

Da eine Trübung von 0,5 McFarland bei C. albicans einer Konzentration von 1,5 x 

106 CFU/ml entspricht, waren zwei Verdünnungsstufen weniger notwendig um eine 

Verdünnungsstufe mit einer Konzentration von 1,5 CFU/ml zu erreichen (121). Der 

erste Ansatz wurde wieder zur Gänze mit 0,9% NaCl Lösung erstellt.  

 

Abbildung 7: Schema zur Erstellung des A-Ansatzes mit C. albicans 

 

Der B-Ansatz wurde zur Gänze mit Spender*innenblut durchgeführt, da hier bereits 

die erste Verdünnungsstufe einer Konzentration von 1,5 x 105 CFU/ml entspricht. 

Auch von diesen beiden Ansätzen wurde von sämtlichen Verdünnungsstufen 

jeweils 100µl auf Schafblut-Agar-Platten pipettiert. Die erstellten Proben des B-



  

 

 

29 

Ansatzes wurden eingefroren, die Platten bei 35°C 24h inkubiert und anschließend 

die Keimzahl darauf kontrolliert.  

 

 

Abbildung 8: Schema zur Erstellung des B-Ansatzes mit C. albicans 

2.4 Codierung der Proben 

 

Zur Codierung der erstellten Proben wurde ein System entwickelt. Der erste 

Buchstabe steht für den hinzugefügten Keim ( C = C. albicans, E= E. Coli, S= S. 

aureus). Die darauffolgende Zahl ist die Nummer des Probanden. Danach folgt 

entweder A für den A-Ansatz mit 0,9% NaCl als Trägermedium oder B für den B-

Ansatz mit Blut als Trägermedium. Die letzte Zahl steht für die Verdünnungsstufe, 

die entsprechende Konzentration ist der nachfolgenden Tabelle zu entnehmen, ein 

N anstelle der letzten Zahl steht für die Negativkontrolle. 

 

Tabelle 2: Verdünnungsstufen mit entsprechender Keim-Konzentration 

Verdünnungsstufe CFU/ml 

1 1,5 x 107 

2 1,5 x 106 

3 1,5 x 105 

4 1,5 x 104 

5 1,5 x 103 

6 1,5 x 102 

7 1,5 x 101 

8 1,5 
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2.5 DNA-Extraktion 

 

Die DNA-Extraktion erfolgte im November 2024 durch Frau Doritt Franz vom Institut 

für Humangenetik der Medizinischen Universität Graz. Es wurden nur jene Proben 

weiterverarbeitet, die Blut als Trägerlösung enthielten. Also jeweils die 

Verdünnungsstufen mit 1,5 x 105 CFU/ml, 1,5 x 104 CFU/ml, 1,5 x 103 CFU/ml, 1,5 

x 102 CFU/ml, 1,5 x 10 CFU/ml und 1,5 CFU/ml des B-Ansatzes aller 3 

Verdünnungsreihen plus jeweils eine Negativkontrolle. Die DNA der insgesamt 21 

Proben wurde mit dem QiaSymphony DSP DNA Midi Kit (Qiagen) laut Angaben des 

Herstellers extrahiert (123). Als Elutionspuffer wurde 200µl ATE Buffer (Qiagen) 

verwendet. 

2.6 Library Preparation 

 

Die Library Preparation wurde unter der Anleitung von Dr. Alexander Mahnert 

(Diagnostik & Forschungsinstitut für Hygiene, Mikrobiologie und Umweltmedizin) 

am Zentrum für Medizinische Forschung im März 2025 von Theresa Schnur und 

Martina Strempfl der Core Facility Molecular Biology durchgeführt. Die Proben 

wurde mit dem Native Barcoding Kit 24 V14 (SQK-NBD114.24) der Firma Oxford 

Nanopore gemäß dem Ligation sequencing gDNA Protokoll 

(NBE_9169_v114_revU_30Jan2025) des Herstellers präpariert. Bei diesem Kit wird 

jede Probe mit einem individuellen Barcode versehen, danach können die Proben 

gepoolt ligiert und anschließend sequenziert werden (124).  

Als Negativkontrolle für die Library wurde in diesem Arbeitsschritt auch eine „no 

template control“ (NTC) Probe erstellt. Diese Probe durchläuft denselben 

Arbeitsprozess wie alle anderen Proben enthält als Ausgangmaterial jedoch 

anstelle des gespikten Vollbluts nur die Reagenzien der Library. Die Probe dient als 

Monitor für Kontamination, da sie kein genetisches Material enthält sollte sie später 

beim Sequenzieren keine bzw. nur einige wenige Reads generieren. 
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2.7 Sequenzierung  

 

Die Sequenzierung erfolgte durch Dr. Alexander Mahnert am Diagnostik & 

Forschungsinstitut für Hygiene, Mikrobiologie und Umweltmedizin im April 2025. Zur 

Sequenzierung wurde der MinION Nanopore mit einer R10.4.1 Flowcell (FLO-

MIN114) (beides von Oxford Nanopore) verwendet. Ein Scan der Flowcell zur 

Qualitätskontrolle zeigte vor Start des Sequenzierens 1037 aktive Poren. Der Run 

lief für 72h mit 400 Basen pro Sekunde. 

2.8 Analyse 

 

Die Analyse der Daten erfolgte ebenfalls durch Dr. Alexander Mahnert im April 2025. 

Das sequenzierte Rohsignal wurde durch Simplex und Duplex GPU Basecalling in 

DNA-Basen übersetzt. Dafür wurde die Dorado-0.8.2 Software und das für die 

R10.4.1 Flowcell optimierte dna_r10.4.1_e8.2_400bps_sup_v5.0.0 superior 

Basecalling-Modell (Oxford Nanopore) verwendet.  

Die Annotation der Sequenzen erfolgte mit dem EPI2ME Labs wf-metagenomics 

Nexflow-Workflow v2.12.1 (125). Diese Pipeline umfasst die folgenden Schritte: 

Konkatenieren der Input Dateien und Erstellung von Sequenzierstatistiken, 

taxonomische Klassifizierung der Sequenzen mit Kraken2 anhand der PlusPFP-8-

Referenzdatenbank, Identifikation von antimikrobiellen Resistenzgenen mittels 

ABRicate, und abschließend eine Berechnung der Diversitätsindices sowie die 

Erstellung von Tabellen, Balken -und Kronadiagrammen. Im Rahmen dieses 

Workflows wurden folgende Softwareversionen verwendet: pysam 0.22.1, pandas 

2.0.3, fastcat 0.20.0, minimap2 2.28-r1209, samtools 1.21, taxonkit v0.18.0, kraken 

2.1.3, abricate 1.0.1.  

Eine zusätzliche Analyse der Daten wurde mittels der QIIME2Metagenome 

Distribution 2024.10 Plattform durchgeführt (126,127). Nach dem Import der durch 

EPI2ME wf-metagenomics annotierten Sequenzierdaten wurde eine 

Diversitätsanalyse durchgeführt. Diese Analyse umfasste Berechnungen zur alpha 

Diversität, Statistik, sowie eine Darstellung als Boxplot.  

 



  

 

 

32 

3 Ergebnisse  

3.1 Keimwachstum auf den Kontrollplatten 

 

Sämtliche Kontrollplatten wurden 24h nach dem Ausstreichen auf Wachstum 

kontrolliert. Es waren bei allen Keimen mehrere Durchgänge notwendig, bis 

Verdünnungsreihen erstellt werden konnten, die ein zufriedenstellendes Wachstum 

auf den Kontrollplatten zeigten. Für jeden der drei Keime wurde jene 

Verdünnungsreihe ausgewählt, die ein optimales Wachstum auf den Kontrollplatten 

zeigte. Mit den B-Proben dieser ausgewählten Reihen wurde anschließend 

weitergearbeitet.  

In Abbildung 9 sind die Kontrollplatten des ausgewählten S. aureus A-Ansatzes 

ersichtlich. 

 

Abbildung 9: Keimzahl auf den Kontrollplatten der verschiedenen Verdünnungsstufen des A-Ansatzes mit S. aureus 

Die Keimzahlen der Kontrollplatten des A-Ansatzes mit S. aureus waren wie folgt:  

Tabelle 3: Keimzahl der Kontrollplatten mit S. aureus 

Proben-ID Soll-Keimzahl Abgelesene Keimzahl 

S10A1 1,5 x 107 CFU/ml 107 CFU/ml 

S10A2 1,5 x 106 CFU/ml 106 CFU/ml 

S10A3 1,5 x 105 CFU/ml 105 CFU/ml 

S10A4 1,5 x 104 CFU/ml 104 CFU/ml 

S10A5 1,5 x 103 CFU/ml 810 CFU/ml 

S10A6 1,5 x 102 CFU/ml 110 CFU/ml 

S10A7 1,5 x 10 CFU/ml 20 CFU/ml 

S10A8 1,5 CFU/ml 10 CFU/ml 
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In Abbildung 10 sind die Kontrollplatten des ausgewählten E.coli A-Ansatzes 

ersichtlich. 

 

Abbildung 10: Keimzahl auf den Kontrollplatten der verschiedenen Verdünnungsstufen des A-Ansatzes mit E. coli 

Die Keimzahlen der Kontrollplatten des A-Ansatzes mit E. coli waren wie folgt: 
 
Tabelle 4: Keimzahl der Kontrollplatten mit E. coli 

Proben-ID Soll-Keimzahl Abgelesene Keimzahl 

E6A1 1,5 x 107 CFU/ml 107 CFU/ml 

E6A2 1,5 x 106 CFU/ml 106 CFU/ml 

E6A3 1,5 x 105 CFU/ml 105 CFU/ml 

E6A4 1,5 x 104 CFU/ml 2480 CFU/ml 

E6A5 1,5 x 103 CFU/ml 570 CFU/ml 

E6A6 1,5 x 102 CFU/ml 80 CFU/ml 

E6A7 1,5 x 10 CFU/ml 10 CFU/ml 

E6A8 1,5 CFU/ml 0 CFU/ml 
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In Abbildung 11 sind die Kontrollplatten des ausgewählten C. albicans A-Ansatzes 
ersichtlich. 
 

 

Abbildung 11: Keimzahl auf den Kontrollplatten der verschiedenen Verdünnungsstufen des A-Ansatzes mit C. albicans 

Die Keimzahlen der Kontrollplatten des A-Ansatzes mit C. albicans waren wie folgt: 

 

Tabelle 5: Keimzahl der Kontrollplatten mit C. albicans 

Proben-ID Soll-Keimzahl Abgelesene Keimzahl 

C7A3 1,5 x 105 CFU/ml 105 CFU/ml 

C7A4 1,5 x 104 CFU/ml 104 CFU/ml 

C7A5 1,5 x 103 CFU/ml 950 CFU/ml 

C7A6 1,5 x 102 CFU/ml 130 CFU/ml 

C7A7 1,5 x 10 CFU/ml 30 CFU/ml 

C7A8 1,5 CFU/ml 0 CFU/ml 

 

3.2 Ergebnisse der Kontrollblutkulturen 

 

Alle abgenommenen Kontrollblutkulturen wurden für 5 Tage im BD BACTEC FX 

Blutkultursystem bebrütet und blieben negativ. 

3.3 Ergebnisse der DNA-Extraktion 
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Nach Extraktion der DNA wurde die Konzentration der isolierten DNA zur 

Qualitätssicherung bei allen Proben (Qubit Fluorometer, Thermo Fisher Scientific; 

Quantus Fluorometer, Promega) fluorometrisch überprüft. Die Ergebnisse der 

Quantitätskontrollen sind Tabelle 6 zu entnehmen. 

Ein Zielwert für die Qualität ist laut Herstellerangaben bei 260/280 1,8 und bei 

260/230 2,0 (129).  

 

Tabelle 6: Ergebnisse der Qualitäts- und Konzentrationsmessungen der einzelnen Proben 

Proben-ID 
Qubit 

Concentration 

Quantus 

Concentration  

260/280 

ratio 

260/230 

ratio 

S10B3 60,20 µg/mL 77,00 µg/mL 1,7 1,8 

S10B4 51,40 µg/mL 87,00 µg/mL 1,8 1,9 

S10B5 70,80 µg/mL 75,00 µg/mL 1,8 2,0 

S10B6 45,00 µg/mL 67,00 µg/mL 1,7 1,8 

S10B7 81,80 µg/mL 76,00 µg/mL 1,8 1,8 

S10B8 52,00 µg/mL 64,00 µg/mL 1,7 1,8 

S10N 36,40 µg/mL 47,00 µg/mL 1,7 1,7 

E6B3 71,40 µg/mL 80,00 µg/mL 1,8 1,9 

E6B4 23,20 µg/mL 30,00 µg/mL 1,7 1,6 

E6B5 64,60 µg/mL 93,00 µg/mL 1,8 1,9 

E6B6 77,40 µg/mL 100,00 µg/mL 1,8 2,0 

E6B7 61,20 µg/mL 84,00 µg/mL 1,7 1,8 

E6B8 64,20 µg/mL 84,00 µg/mL 1,8 1,9 

E6N 70,20 µg/mL 94,00 µg/mL 1,8 1,9 

C7B3 67,60 µg/mL 88,00 µg/mL 1,8 2,0 

C7B4 76,60 µg/mL 116,00 µg/mL 1,8 2,0 

C7B5 78,60 µg/mL 98,00 µg/mL 1,8 2,0 

C7B6 73,80 µg/mL 108,00 µg/mL 1,8 2,0 

C7B7 76,40 µg/mL 100,00 µg/mL 1,8 1,9 

C7B8 78,60 µg/mL 109,00 µg/mL 1,8 1,9 

C7N 82,40 µg/mL 108,00 µg/mL 1,8 2,0 
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3.4 Ergebnisse der DNA-Sequenzierung 

 

Es wurden in den 72h Laufzeit insgesamt 1.24 Millionen Reads generiert und 

geschätzt 7.8 Gb Basen sequenziert. Der geschätzte N50 Wert lag bei 10.69 kb, 

was bedeutet, dass 50% aller Reads länger als 10.69kb waren.  

Der Verlauf der Porenaktivität der Flowcell ist in der untenstehenden Grafik 

(Abbildung 12) ersichtlich: 

Die Ordinate zeigt den Prozentsatz der Poren der Flowcell die einem bestimmten 

Aktivitätszustand entsprechen, während auf der Abszisse der zeitliche Verlauf 

dargestellt wird. Die hellgrüne Färbung stellt der Prozentsatz an Poren dar, die 

gerade sequenzieren. Dunkelgrün bedeutet, dass die Pore gerade nicht 

sequenziert, aber grundsätzlich zum Sequenzieren bereit ist. Der hellblaue Ton 

zeigt inaktive Poren an, die für weitere Sequenzierungen ungeeignet sind. Der 

mittelblaue Ton bezeichnet Poren, die nur im Moment nicht zur Sequenzierung zur 

Verfügung stehen. Der Prozentsatz der Poren, der dunkelblau gefärbt ist, ist nicht 

klassifizierbar. 

Wie zu erkennen ist, startete der Sequenzierlauf mit etwa 70 Prozent aktiver oder 

verfügbarer Poren. Im Verlauf der ersten 37 Stunden fiel dieser Prozentsatz relativ 

stark, bis er sich schließlich auf einem Niveau einpendelte, an dem nur noch etwa 

10 Prozent der Poren sequenzierten oder sequenzierbereit waren. Dieses Niveau 

blieb leicht abfallend bis zum Ende des 72 Stunden langen Sequenzierlaufs 

bestehen. 

 

Abbildung 12: Verlauf der Porenaktivität im Laufe des Sequenzierens 
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3.4.1 Ergebnisse des wf-metagenomics nextflow workflow 

 

Die Qualität der Reads wurde mit dem Phred Quality Score (Q-Score) beurteilt. 

Das zweigipfelige Muster ist durch die gleichzeitige Durchführung von Einzel- und 

Doppelstrang Reads erklärbar. Da Doppelstrang-Reads eine geringere Fehlerrate 

aufweisen haben sie typischerweise auch einen höheren Q-Score (130). Der Q-

Score lag für Simplex (Einzelstrang) Reads bei 10, was einer Fehlerrate von 10% 

entspricht, für Duplex (Doppelstrang) Reads bei etwa 24, was einer Fehlerrate von 

ca. 0.4% entspricht (131).  

 

 

Abbildung 13: Q-Score Diagramm des Sequenzierlaufs 

 

Die taxonomische Komposition des gesamten Sequenzierlaufs ließ sich wie folgt 

darstellen. 

 

Abbildung 14: Taxonomische Klassifikation des gesamten Sequenzierlaufs 
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88,01% der sequenzierten Reads ließen sich Homo sapiens (in Abbildung 14 

dunkelblau dargestellt) zuordnen, 3,34% Escherichia coli, 0.76% Acinetobacter 

baumanii, 0,15% Escherichia alberti, 7,25% konnten nicht zugeordnet werden.  

3.4.2 Ergebnisse der qiime2-Metagenome Distribution 2024  

 

In den 22 Proben wurden insgesamt 10 verschiedene Spezies identifiziert. 4 

davon, Homo sapiens, Escherichia coli, Escherichia albertii und Phoenix 

dactylifera, wurden in allen Proben nachgewiesen. Die ursprünglich hinzugefügten 

S.aureus und C. albicans konnten in keiner Probe nachgewiesen werden.  

 

Tabelle 7: Gesamtübersicht der nachgewiesenen Organismen 

Spezies Häufigkeit 
Anzahl der Proben in 

denen die Spezies 
nachgewiesen wurde 

Homo sapiens 556.220 22 

Escherichia coli 26.533 22 

Unknown 19.215 22 

Escherichia albertii 1.523 22 

Phoenix dactylifera 467 22 

Salmonella enterica 369 7 

Shigella flexneri 174 8 

Kosakonia oryzae 89 6 

Acinetobacter 
baumannii 

17 1 

Escherichia fergusonii 10 1 

Ipomoea triloba 10 1 
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Abbildung 15: Metagenom Aufschlüsselung der einzelnen Proben 

Abbildung 15 und Tabelle 8 zeigen die Metagenom Aufschlüsselung der einzelnen 

Proben (alpha Diversität).  

Die verschiedenen nachgewiesenen Spezies sind in Abbildung 15 durch 

verschiedene Farben markiert. Die y-Achse zeigt die relative Frequenz der 

nachgewiesenen Spezies innerhalb einer Probe, während auf der x-Achse die 

verschiedenen Proben dargestellt sind. 

Tabelle 8 zeigt die absolute Read Anzahl der einzelnen Proben. 

Wie in Abbildung 15 und Tabelle 8 ersichtlich, enthielten alle Proben, mit Ausnahme 

der NTC-Probe, die als Negativkontrolle ohne Proben DNA diente, einen sehr hohen 

Anteil an humaner DNA. E. coli konnte in allen Proben außer der NTC, in etwa gleich 

hoher relativer Frequenz nachgewiesen werden. Der relative Anteil anderer 

Mikroorganismen am Metagenom der Proben war sehr gering.  

 

3
B

7
C

4
B

7
C

5
B

7
C

6
B

7
C

7
B

7
C

8
B

7
C

N
7

C

3
B

6
E

4
B

6
E

5
B

6
E

6
B

6
E

7
B

6
E

8
B

6
E

N
6

E N
T

C

3
B

1
0

S

4
B

1
0

S

5
B

1
0

S

6
B

1
0

S

7
B

1
0

S

8
B

1
0

S

N
1

0
S

%0

%10

%20

%30

%40

%50

%60

%70

%80

%90

%100

R
e

la
ti
ve

 F
re

q
u

e
n

c
y

Sample



  

 

 

40 

Tabelle 8: Genaue Aufschlüsselung der Read Anzahl der nachgewiesenen Organismen in den einzelnen Proben 

Proben ID H
o

m
o

 s
a

p
ie

n
s
 

U
n

k
n

o
w

n
 

E
s

c
h

e
ric

h
ia

 c
o

li 

E
s

c
h

e
ric

h
ia

 

a
lb

e
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h

o
e

n
ix

 

d
a

c
ty

life
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a
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lla
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e
ri 
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fe
rg

u
s

o
n

ii 

A
c

in
e

to
b

a
c

te
r 

b
a

u
m

a
n

n
ii 

S10B3 23015.0 953.0 911.0 53.0 11.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 

S10B4 16163.0 777.0 929.0 43.0 14.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 

S10B5 22104.0 725.0 745.0 78.0 11.0 36.0 18.0 0.0 0.0 0.0 0.0 

S10B6 25419.0 746.0 1109.0 70.0 17.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 

S10B7 30587.0 1166.0 1391.0 72.0 26.0 37.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 

S10B8 34166.0 1136.0 1677.0 102.0 31.0 28.0 18.0 15.0 0.0 0.0 0.0 

S10N_ 24793.0 822.0 927.0 66.0 22.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 

E6B3 20369.0 737.0 878.0 51.0 20.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 

E6B4 28634.0 1302.0 983.0 74.0 19.0 0.0 23.0 0.0 0.0 0.0 0.0 

E6B5 34224.0 1356.0 1378.0 82.0 27.0 44.0 23.0 12.0 10.0 0.0 0.0 

E6B6 34068.0 1432.0 1471.0 97.0 30.0 47.0 19.0 17.0 0.0 10.0 0.0 

E6B7 33514.0 1006.0 1305.0 67.0 22.0 0.0 18.0 0.0 0.0 0.0 0.0 

E6B8 35341.0 1114.0 1495.0 91.0 24.0 45.0 17.0 11.0 0.0 0.0 0.0 

E6N 31120.0 976.0 1319.0 74.0 24.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 

C7B3 25082.0 712.0 1088.0 48.0 26.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 

C7B4 21302.0 529.0 1127.0 69.0 22.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 

C7B5 22407.0 824.0 822.0 46.0 23.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 

C7B6 20459.0 664.0 765.0 51.0 12.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 

C7B7 22731.0 690.0 879.0 48.0 15.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 

C7B8 25436.0 656.0 1472.0 82.0 21.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 

C7N 25211.0 737.0 1367.0 65.0 21.0 0.0 0.0 16.0 0.0 0.0 0.0 

NTC 75.0 155.0 2495.0 94.0 29.0 132.0 38.0 18.0 0.0 0.0 17.0 

  



  

 

 

41 

4 Diskussion 
 

Ziel dieser Arbeit war es zu bestimmen, wie hoch die Konzentration von S. aureus, 

C. albicans und E. coli im Blut sein muss, um sie mittels Nanopore Sequencing mit 

dem MinON Nanopore noch nachweisen zu können.  

Die Ergebnisse der Versuche entsprachen nicht den Erwartungen. Einerseits 

wurden zwei der drei verwendeten Keime gar nicht vom MinION Nanopore 

detektiert, andererseits kam es auch in sämtlichen Proben, die nicht mit E. coli 

gespiket wurden, zu einem Nachweis von E. coli.  

Nachfolgend wird versucht potenzielle Fehlerquellen zu eruieren und zu diskutieren. 

4.1 Fehlende Detektion von S. aureus und C. albicans 

 

Grundsätzlich wäre die Abwesenheit von S. aureus und C. albicans am einfachsten 

dadurch zu erklären, dass die Konzentration in sämtlichen sequenzierten Proben 

nicht hoch genug war, um detektiert werden zu können. Da beim Erstellen der 

Verdünnungsreihen Kontrollausstriche angefertigt wurden, kann man davon 

ausgehen, dass in den ursprünglichen Proben eine entsprechende Menge an 

Bakterien und damit auch bakterieller DNA vorhanden war. Dass eine Menge von 

1,5 x 105 oder 1,5 x 104 CFU/ml, wie sie den Verdünnungsstufen 3 und 4 entspricht, 

vom MinION Nanopore detektiert werden kann, wurde bereits in mehreren Studien 

belegt (132–134).  

Eine quantitative Analyse der DNA mittels Fluorometrie zeigte im Anschluss an die 

DNA-Extraktion ausreichende Mengen an DNA in sämtlichen Proben in 

annehmbarer Qualität. Eine Aussage darüber, wie viel dieser DNA mikrobieller DNA 

entspricht und wie viel humaner DNA, kann allerdings durch die durchgeführten 

Tests nicht getroffen werden. Es ist also möglich, dass beim Prozess der DNA-

Extraktion nicht genug mikrobielle DNA isoliert werden konnte um die Organismen 

anschließend detektieren zu können. 

Ebenso muss erwähnt werden, dass Vollblut eine weitaus höhere Konzentration an 

menschlicher DNA enthält als Urin oder Plasma (135,136). Da in dieser Studie die 

DNA aus Vollblut extrahiert wurde, kann man davon ausgehen, dass die relative 

Menge an menschlicher DNA im Vergleich zu bakterieller DNA in den Proben höher 
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ist, als in vergleichbaren Studien (113,132–134), in denen bakterielle DNA mit dem 

MinION Nanopore in Plasma oder Urin nachgewiesen werden konnte.  

In Kombination mit niedriger Sequenziertiefe des MinION Nanopore, die es 

schwerer macht weniger dominante Organismen in der Probe zu identifizieren, 

könnte, selbst bei initial erfolgreicher Extraktion der mikrobiellen DNA aus den 

Proben, das mit ein Grund sein, warum die einbrachten Organismen nicht detektiert 

werden konnten.  

Es gibt verschiedene Methoden, die Read Häufigkeit der menschlichen DNA in 

Proben, in denen der Nachweis von anderen Organismen im Vordergrund steht, zu 

verringern. Einerseits kann man mittels „host depletion“ versuchen, die menschliche 

Hintergrund-DNA bereits in der präanalytischen Phase durch selektive Lyse von 

Leukozyten und anschließender Behandlung mit Desoxyribonuklease verringern. 

Die bakterielle DNA liegt innerhalb mikrobieller Zellwände vor und ist von diesem 

Lyse-Vorgang nicht betroffen (137). Dieser Prozess wurde auch in einigen 

vergleichbaren Studien durchgeführt (109,115,138). Ein Nachteil hiervon ist, dass 

auch potenzielle Verunreinigungen mit einer höheren Frequenz sequenziert 

werden.  

Ein weiterer möglicher Ansatz ist, genetisches Material mit hohem molekularem 

Gewicht, welches eher menschlichem als bakteriellem Genmaterial entspricht, 

durch physikalische Methoden wie Zentrifugation von Material mit niedrigem 

molekularem Gewicht zu trennen und anschließend nur dieses zu sequenzieren. 

Obwohl hier das Risiko besteht, intakte intrazelluläre Mikroorganismen mit zu 

entfernen, wurde nach diesem Vorgang in mehreren Studien eine höhere relative 

Menge an Mikroorganismen im Vergleich zu menschlichen Reads beschrieben 

(137).  

Eine weitere Methode wäre „adaptive sampling“, dabei handelt es sich um ein 

Konzept von Oxford Nanopore Technologies. Die Methode basiert darauf, dass eine 

Software anhand der ersten sequenzierten Basen eines Moleküls erkennt, ob 

dieses Molekül einer zuvor festgelegten Zielspezies entspricht oder nicht. Wenn 

nicht, wird das Molekül aus der Pore geworfen und keine weitere Zeit damit 

verschwendet die nicht benötigten Moleküle, also in diesem Fall menschliche DNA, 

zu sequenzieren (139). 
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In einigen der oben genannten Studien wurde auch mit PCR-Amplifizierung 

bestimmter „marker genes“ der Pathogene gearbeitet, um sie einfacher detektieren 

zu können (111,113,114). Hierbei verliert man allerdings den großen Vorteil des 

Nanopore Sequenzierens, der darin besteht, dass „real-time“ sequenziert werden 

kann und eine Amplifizierung nicht nötig ist. 

Ein neuerlicher Versuch, bei dem entweder mittels „adaptive sampling“ oder „host 

depletion“ versucht wird, die Dominanz der eigentlich nicht im Fokus stehenden 

menschlichen DNA zu verringern oder bestimmte Genabschnitte der eingebrachten 

Mikroorganismen durch gezielte PCR-Amplifizierung zu verstärken, könnte in dieser 

Hinsicht bessere Ergebnisse liefern.  

4.2 Detektion von E. coli in allen Proben 

 

Ein weiteres unerwartetes Ergebnis der Sequenzierung war der Nachweis von E. 

coli in sämtlichen sequenzierten Proben. Zunächst stellt sich die Frage, ob der 

detektierte E. coli dem zu Beginn eingebrachten E. coli entspricht und es sich um 

ein Problem bei der Proben-Codierung gehandelt haben könnte, sprich die Proben 

falsch gelabelt wurden, oder ob die Reads einem E. coli entsprechen, der im Laufe 

des Workflows ungewollt eingebracht wurde.  

Ein Grund, der für eine Kontamination spricht, ist, dass auch in der NTC-Probe eine 

sehr hohe Anzahl an Reads E. coli zugeordnet werden. Diese Probe sollte eigentlich 

kein bis wenig DNA-Material enthalten und damit auch kaum Reads generieren. Der 

ursprüngliche E. coli, der bei der Erstellung der Verdünnungsreihen eingebracht 

wurde, kann in dieser Probe nicht enthalten sein. Betrachtet man die Read 

Häufigkeit der unterschiedlichen Proben, kann man aber feststellen, dass die NTC-

Probe jene Probe mit den meisten E. coli Reads ist. Dies spricht stark für eine 

Kontamination im Arbeitsprozess.  

Ebenso für eine Verunreinigung spricht, dass sich bei der Sequenzierung E. coli in 

allen diesen Proben in gleicher relativer Häufigkeit detektieren ließ. Die niedrigste 

Verdünnungsstufe der E. coli Reihe, die sequenziert wurde, enthält 105 x 1,5 

CFU/ml und die höchste 1,5 CFU/ml. In einer ähnlich aufgebauten Studie mit 

gespikten Proben wurde zwischen Proben mit 103 x 1,5 CFU/ml und 105 x 1,5 

CFU/ml ein großer Unterschied in der Read-Häufigkeit mit der E. coli detektiert 

wurde festgestellt (133).  
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Geht man von einer Kontamination aus, wäre wichtig festzustellen in welchem 

Arbeitsschritt diese passiert ist, um sie bei zukünftigen Versuchen zu unterbinden. 

Die Kontrollplatten, die zum Zeitpunkt der Probenerstellung angefertigt wurden, 

zeigten sich bei den Negativkontrollen klar negativ. Auch auf den 

Kontrollausstrichen der Proben S. aureus und C.albicans Verdünnungsreihe gab es 

keine Hinweise auf eine Kontamination durch E. coli. 

Die Tatsache, dass in der NTC-Probe auch E. coli enthalten ist, spricht dafür, dass 

die fragliche Kontamination in einem Arbeitsschritt nach oder während der 

Erstellung der NTC-Probe passiert ist. Es ist also wahrscheinlich, dass es im 

Rahmen der Library Erstellung oder Sequenzierung zu einer Verunreinigung 

gekommen ist. Bei welchem Schritt genau, ist im Nachgang schwer zu eruieren, da 

zwischen den verschiedenen Schritten keine weiteren Kontrollen auf Kontamination 

durchgeführt wurden. 

 

Abschließend ist zu sagen, dass die Ziele dieser Arbeit nicht erreicht wurden und 

es neuerliche Versuche brauchen wird, um ein Detektionslimit von S. aureus, C. 

albicans und E. coli mittels Nanopore Sequencing zu ermitteln. In weiterer Folge 

sollte besonderes Augenmerk auf Kontaminationsfreiheit gelegt werden. 

Zusätzliche Schritte zu Sicherstellung dieser vor der Sequenzierung wären 

empfehlenswert. Um die Wahrscheinlichkeit zu erhöhen, die eingebrachten Erreger 

bei niedriger Sequenziertiefe in ausreichender Frequenz sequenzieren zu können, 

wäre eine host depletion oder adaptive sampling überlegenswert.  
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