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1. Zusammenfassung

1. Zusammenfassung

Die vorliegende Arbeit hatte als Ziel neue Erkenntnisse zum Vorkommen (multi-)resistenter
Pseudomonaden in handelsiiblichen, Gberwiegend roh verzehrbaren, Lebensmitteln zu gewinnen.
Hierzu wurde ein kulturelles Nachweis- und Zahlverfahren entwickelt. Mit diesem Verfahren
werden nur (multi-)resistente Pseudomonaden erfasst, was eine Unterscheidung zu dem bisher
bekannten Verfahren der DINENISO 13720:2010-12 fir die Zahlung von prdasumtiven
Pseudomonaden in Fleisch- und Fleischerzeugnissen darstellt. Der Anwendungsbereich konnte
mittels Validierung fiir einen horizontalen Bereich bestatigt werden, sodass das in dieser Arbeit
beschriebene Verfahren fir jede Lebensmittelmatrix genutzt werden kann. Zudem zeichnet sich
dieses kulturelle Nachweis- und Zahlverfahren durch eine Inklusivitdt von 100 % sowie Exklusivitat
von 73 % aus: Unterschiedliche Spezies der Gattung Pseudomonas zeigen ein gutes Wachstum
wohingegen grampositive Bakterien, Hefen und Schimmelpilze und die meisten gramnegativen
Bakterien in ihrem Wachstum unterdriickt werden. Fir die Spezifitdt und Sensitivitdt wurde jeweils
ein Wert von 100 % bestimmt. Die Falsch-Negativ- und die Falsch-Positiv-Rate betrugen folglich 0 %.
Fir die relative Richtigkeit konnte ein Wert von 100 % bestimmt werden. Die Produktivitadt lag
zwischen 0,5 und 2 und der Selektivitatsfaktor betrug 7. Fir den elLODs, wurden je nach
Lebensmittelkategorie Werte zwischen 0,6 KbE/25g und 1,7 KbE/25g ermittelt. Die
Anforderungen der DIN EN ISO 11133:2020-10, DIN EN ISO 16140-2:2016-11 sowie
DIN EN ISO 16140-3:2021-06 werden somit ganzheitlich erfullt.

Zusammenfassend wurde das hier beschriebene Verfahren fir die Untersuchung von 184
handelsiiblichen Lebensmittelproben genutzt. Diese setzten sich aus den Warengruppen Fleisch,
Fisch, Milchprodukte und pflanzliche Lebensmittel zusammen. Bezogen wurden alle Lebensmittel
aus diversen Supermarkten in Schleswig-Holstein und Hamburg oder in Zusammenarbeit mit den
Lebensmittelkontrolleuren und dem Institut fir Hygiene und Umwelt aus unterschiedlichen
Restaurants und Eiscafés der Stadt Hamburg. Dabei wurden aus der Halfte der untersuchten Proben
(92 Proben, entspricht 50 %) Pseudomonaden gewonnen. Insgesamt gelang es aus den genannten
92 Proben 211 prasumtiv (multi-)resistente Pseudomonaden nachzuweisen und zu isolieren. Dabei
zeigten die Warengruppen rohes Hackfleisch und pflanzliche Lebensmittel mit teilweise mehr als
1000 KbE/g die hochsten quantitativen Keimgehalte. Werden die Ergebnisse der qualitativen
Speziesbestimmungen betrachtet, wurde die Spezies P. fulva mit 68 von 211 Isolaten (entspricht
32 %) am haufigsten isoliert. Gefolgt von P. aeruginosa mit 32 Isolaten (entspricht 15%) und
P. putida mit 26 Isolaten (entspricht 12 %). Zusammengefasst wurden 22 unterschiedliche
Pseudomonaden-Spezies nachgewiesen. Hinsichtlich der einzelnen untersuchten

Lebensmittelwarengruppen zeigten sich zudem, in Bezug auf den Anteil der Proben aus denen die
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jeweiligen Spezies isoliert wurden, deutliche Unterschiede: In der Warengruppe Hackfleisch wurde
die Spezies P. fragi mit einem Anteil von 18 % aus den meisten Proben gewonnen. In den
Warengruppen Sahne und Lachs war es die Spezies P. fulva mit 17 % bzw. 16 %. P. koreensis wurde
in den untersuchten pflanzlichen Lebensmitteln in 18 % und in der Kategorie ,diverse weitere
Lebensmittel” in 13 % der untersuchten Proben nachgewiesen. Bei den untersuchten weiteren

Fischproben (ohne Lachs) konnte P. putida mit 18 % der Proben am haufigsten isoliert werden.

Alle 211 Isolate sowie 26 Isolate einer fiir diese Arbeit zur Verfligung gestellten Sammlung aus
weiteren Pseudomonaden wurden hinsichtlich ihrer minimalen Hemmkonzentrationen (MHK)
untersucht. Es wurden die Antibiotika Imipenem, Ciprofloxacin und Netilmicin gewahlt. Diese
waren bereits Teil der Nahrmedien des kulturellen Nachweis- und Zahlverfahrens und decken die
Antibiotikagruppen Carbapeneme, Fluorchinolone und Aminoglykoside ab. Dadurch wurden MHKs
einer groflen Bandbreite von Pseudomonaden bestimmt, insbesondere aus Lebensmitteln. Die
Stamme der Spezies P. aeruginosa, der P. fluorescens-Gruppe und ein Isolat der Spezies P. putida
wiesen MHKs auf, welche den jeweiligen ECOFFs entsprachen bzw. (iber diesen Werten lagen. In

der Warengruppe Hackfleisch waren die resistenten Pseudomonaden am haufigsten nachzuweisen.

Zur Sequenzanalyse der moglichen Resistenztypen und der Klonalitdt der Stamme, wurden alle 33
Isolate der Spezies P.aeruginosa und das resistente Isolat der Spezies P. putida dem Next
Generation Sequencing unterworfen. Fir zehn P. aeruginosa Isolate wurde das Gerat der Firma
PacBio® fiir die Sequenzierung genutzt, die tGbrigen 23 Isolate der Spezies P. aeruginosa sowie das
eine P. putida-lsolat wurden mit Hilfe des Gerdtes MiSeq® der Firma Illlumina® analysiert. Hierbei
konnten auf Grundlage der Sequenzanalysenprogramme Bakcharak (Version 2.0), MultiQC
(Version 1.9) und ABRicate (Version 1.0.1) die Resistenzgene ausgewertet werden. Es zeigten sich
Gene, welche fiir die Resistenzen gegeniiber Imipenem (Gruppe der Carbapeneme), Ciprofloxacin
(Gruppe der Fluorchinolone) und Netilmicin (Gruppe der Aminoglykoside) verantwortlich sind. Die
drei Resistenztypen traten jedoch nicht immer gleichzeitig bei den Isolaten auf. Mit Hilfe der durch
MLST bestimmten Sequenztypen wurden Cluster eng verwandter Stamme ermittelt, insbesondere
solcher aus denselben Lebensmittelproben oder aus demselben Betrieb. Zudem wurden durch
weitere phylogenetische Sequenzanalyseprogramme Stammbaume auf Basis des cgMLST und der
SNPs sowie Distanzmatrices erstellt und die engen Verwandtschaftsverhiltnisse der Cluster

bestétigt. Die Nukleotiddifferenzen lagen innerhalb der Cluster bei 0 bis 6.
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The aim of the present work was to gain new insights into the occurrence of (multi-)resistant
pseudomonads in commercially available food. The focus was on samples which can be consumed
mostly raw. For this purpose, a cultural detection and enumeration method was developed. Only
presumptively (multi-)resistant pseudomonads are detected with this method, which is a difference
to the previously known method DIN EN ISO 13720:2010-12 for counting pseudomonads in meat
and meat products. The scope of application could be confirmed by horizontal validation. Therefore,
the method can be used for any food matrix. In addition, the method described in this work is
characterized by an inclusivity of 100 % and an exclusivity of 73 %. Different species of
pseudomonads show good growth, whereas gram-positive bacteria, yeasts and mold as well as
most gram-negative bacteria are suppressed in their growth. For the specificity and sensitivity, a
value of 100 % was determined. In conclusion the false negative and false positive rates were 0 %.
The relative accuracy was 100 %. The productivity lay between 0,5 and 2 and the selectivity factor
was 7. Values between 0,6 CFU/25 gand 1,7 CFU/25 g were determined for the eLODsp. The criteria
of DIN EN I1SO 11133:2020-10, DIN EN ISO 16140-2:2016-11 and DIN EN I1SO 16140-3:2021-06 are

therefore fully met.

In summary the developed method was used to examine 184 food samples at consumer level. These
consisted of the product groups: meat, fish, dairy products and plant-based foods. All food samples
were obtained from various supermarkets in Schleswig-Holstein and Hamburg or (in cooperation
with the food inspectors and the Institute for Hygiene and the Environment) from various
restaurants and ice cream parlours in the city of Hamburg. Presumptively (multi-)resistant
pseudomonads were detected and isolated from half of the samples (92 samples, corresponding to
50 %). A total of 211 presumptively (multi-)resistant pseudomonads were detected and isolated
from the 92 samples mentioned. The raw ground meat and plant-based food product groups
showed the highest numbers of the samples examined (up tp 1000 CFU/g). From a qualitative point
of view, the species P. fulva was isolated most frequently with 68 out of 211 isolates (corresponding
to 32 %), followed by P. aeruginosa with 32 isolates (corresponds to 15 %) and P. putida with
26 isolates (corresponds to 12 %). In total, 22 different pseudomonad-species were detected. With
regard to the individual food product groups examined, there were also distinct differences in the
proportion of samples from which the respective species were isolated: In the ground meat samples,
the species P. fragi was isolated from most samples (corresponds to 18 %). In the cream and salmon
product groups, it was the species P. fulva with 17 % and 16 %. P. koreensis was detected in most
plant-based samples (corresponds to 18 %) and various other foods (13 %) tested. In the additional

fish samples (without salmon) the species P. putida could be isolated from 18 % of samples.
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All 211 isolates and 26 isolates from a collection of other pseudomonads considered for this work
were examined for their minimum inhibitory concentrations (MIC). The antibiotics imipenem,
ciprofloxacin and netilmicin were chosen. The antibiotics mentioned were already ingredients of
the culture media of the culture detection and enumeration procedure and cover the antibiotic
groups carbapenems, fluoroquinolones and aminoglycosides. This enabled the determination of
MICs of a broad spectrum of pseudomonads, especially from food. The strains of the species
P. aeruginosa, the P. fluorescens-group and one isolate of the species P. putida showed MICs which

corresponded or exceeded the respective ECOFF.

For the sequence analysis of the potential resistance gene types and the clonality of the strains, all
33 isolates of the P. aeruginosa species and the resistant isolate of the P. putida species were
subjected to Next Generation Sequencing. For ten P. aeruginosa isolates the PacBio® device was
used for sequencing. The remaining 23 isolates of the species P. aeruginosa and the resistant
P. putida isolate were analysed using the MiSeq® device from lllumina®. The resistance gene types
were determined on the basis of the sequence analysis programs Bakcharak (version 2.0), MultiQC
(version 1.9) and ABRicate (version 1.0.1). Genes responsible for resistance to imipenem
(carbapenem group), ciprofloxacin (fluoroquinolone group) and netilmicin (aminoglycoside group)

were detected. The three types of resistance did not always occur simultaneously in the isolates.

Using the sequence types determined by MLST, clusters of closely related strains were identified,
especially those from the same food samples or from the same company. In addition, phylogenetic
tress based on cgMLST and SNPs as well as distance matrices were constructed by further
phylogenetic sequence analysis software and the close relationships of the clusters were confirmed.

The nucleotide differences within the clusters ranged from 0 to 6.
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Antibiotikaresistenzen haben in den letzten Jahren global immer mehr an Bedeutung gewonnen
[Wieler et Broich, 2018]. So wurden weltweit ca. 4,95 Millionen Todesfalle allein fir das Jahr 2019
auf antibiotikaresistente Mikroorganismen zurlickgefiihrt [Murray et al., 2022]. Bezogen auf die EU
liegt die Zahl Schatzungen zufolge fiir das Jahr 2015 bei 33110 Todesfallen [Cassini et al., 2019].
Krankheitserreger, die aus der Umwelt oder von Nutztieren stammen, finden laut Literaturangaben
immer mehr Einzug in die Nahrungsmittelkette des Menschen [Wang et al., 2012]. Besonderer
Aufmerksamkeit bedirfen dabei die so genannten , ESKAPE“-Erreger. Dieser Begriff steht fir die
Mikroorganismen Enterococcus faecium,  Staphylococcus aureus,  Klebsiella pneumoniae,
Acinetobacter baumannii, Pseudomonas aeruginosa und Enterobacter spp.. Die aufgezihlten
Bakterien zeichnen sich dadurch aus, dass sie der bioziden Wirkung diverser Antibiotika
»entkommen“konnen [Pendleton et al., 2013]. Die vorliegende Arbeit befasst sich mit einem dieser

»ESKAPE“-Erreger und der ihm zugehorigen Gattung: Den Pseudomonaden.

Bei Pseudomonaden handelt es sich um eine Gruppe verschiedener Bakterienspezies, die Gber eine
Vielzahl von Resistenzmechanismen verfliigen [Madigan et al., 2013]. Bedingt durch die Tatsache,
dass es sich bei diesen gramnegativen Mikroorganismen um ubiquitdre Bakterien handelt, ist ein
Vorkommen in Béden, Wasser, in und auf Pflanzen sowie Tieren moglich [BfR, 2011]. Somit kann
auch die Aufnahme von Pseudomonaden durch den Verzehr von Lebensmitteln erfolgen. Die
Ubertragung von resistenten Bakterien auf den Menschen aufgrund des Konsums von
Lebensmitteln wurde zudem schon fiir andere Mikroorganismen beobachtet und nimmt fiir diverse
Erreger seit den 1990er Jahren stetig zu [Threlfall et al., 2000; Tenhagen et al., 2018]. Dies betrifft
u.a. MRSA sowie multiresistente Enterobacteriaceae mit ESBL- und AmpC-Resistenzen
[Reich et Klein, 2013; Sergelidis et Angelidis, 2017]. Das Bundesinstitut fiir Risikobewertung (BfR)
bewertet dabei vor allem die Aufnahme von ESBL-bildenden Bakterien lber Lebensmittel als

kritisch, da dies zu Behandlungsschwierigkeiten von Patienten fiihren kann [BfR, 2015].

Von groRter Bedeutung unter den Pseudomonaden, insbesondere in der Klinik, ist die Spezies
P. aeruginosa, die sich durch bestimmte Krankheitsbilder, wie beispielsweise Harnwegsinfektionen
und blau- eitrige Wunden auszeichnet [Al- Grawi et al., 2012; Moradali et al., 2017]. In den USA sind
bereits 13 % der durch P. aeruginosa verursachten Infektionen auf multiresistente Stamme
zuriickzufihren, die Tendenz ist dabei steigend [Moradali et al., 2017]. Fiir das Jahr 2015 wurden
EU-weit 4155 Todesfélle auf Carbapenem-resistente, 572 auf multiresistente sowie 84,5 Todesfalle
auf Colistin-resistente P. aeruginosa zurlickgefihrt [Cassini et al., 2019]. Die WHO hat zudem
Carbapenem-resistente P. aeruginosa-Stamme als eine von drei Bakterienspezies klassifiziert, bei

der es eine kritische Notwendigkeit fir die Entwicklung von neuen Antibiotika
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gibt [Pang et al., 2019]. Jedoch stehen auch andere Spezies der Gattung Pseudomonas im Fokus,
wie beispielsweise P. syringae und P. fulva, die laut Studien ebenfalls als Pathogene fiir Pflanzen,
Tiere und Menschen fungieren koénnen [Almuzara et al., 2010; Eissa et al., 2014;
Andreani et Fasolato, 2017]. Des Weiteren zeichnen sich Pseudomonaden vielfach als bedeutende
Lebensmittelverderber aus [Raposo et al., 2017]. Dabei kann es unter anderem zu Verfarbungen
der Lebensmittel aufgrund von Pigmentbildung, einem veranderten Geruch oder dem so genannten
,off-flavour”, also Geschmacksveranderungen, kommen [Kramer, 2017;
Castafieda-Tamez et al., 2018; Freund et al., 2018]. Darliber hinaus spielt P. aeruginosa auch als
Enteritiserreger eine Rolle. So wird von Ubertragungen iiber Lebensmittel auf Kinder und zum Teil

immunsupprimierte Menschen berichtet [Chuang et al., 2017].
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3.1 Pseudomonaden

Pseudomonaden sind morpho- und physiologisch gramnegative, aerob wachsende, bewegliche,
polar mono- oder polytrich begeilielte Stabchenbakterien [Frank, 1990]. Sie bilden keine Sporen
[Palleroni, 2010]. Die GroRe liegt in der Regel zwischen 0,5 und 1,0 um. Sowohl im Katalase- als
auch im  Oxidase-Test zeigen die genannten Bakterien positive Reaktionen

[Andreani et Fasolato, 2017].

Mit Stand von Januar 2020 sind mehr als 220 unterschiedliche Spezies bekannt, welche zur Gattung
der Pseudomonaden gezahlt werden [Lalucat et al.,, 2020]. Hierzu zdhlen u. a. P. aeruginosa,
P. fluorescens, P. putida und P. fulva. Dabei werden die Spezies basierend auf phylogenetischen
DNA-Sequenzanalysen und verschiedener physiologischer und weiterer phanotypischer Merkmale
definiert [Madigan et al., 2013; Lalucat et al., 2020]. Die Mitglieder der Gattung Pseudomonas
zeigen allgemein geringe Anspriiche an ihre Umwelt und kénnen nahezu in jedem Milieu wachsen.
Das Vorkommen ist somit ubiquitdr, sodass der Nachweis von Pseudomonaden schon in
(Trink-)Wasser, Béden, auf Pflanzen und Tieren erfolgte. Zudem sind die Bakterien saprotroph,
sodass sie auch von abgestorbenem organischem Material leben kénnen [BfR, 2011]. Die Fahigkeit
Gas aus Glucose zu bilden ist nicht vorhanden, jedoch gelingt das Wachstum bei manchen Stammen
auch unter anoxischen Bedingungen in Anwesenheit von Nitrat, Fumarat oder anderen
Elektronenakzeptoren statt Sauerstoff [Andreani et Fasolato, 2017]. Einige Spezies nutzen zudem
die Siderophore Pyoverdin und Pyochelin, um Eisen aus der Umgebung zu gewinnen. Dieses wird
von den Bakterien fir diverse zellulare Vorgdnge, wie die Energieproduktion, den
Elektronentransport oder die DNA-Replikation bendtigt [Pang et al., 2019]. Da Pseudomonaden
begeillelt sind, ist es ihnen moglich sich aktiv zu bewegen und auch zu schwarmen. Das
Schwarmverhalten kann durch eine Verringerung von Stickstoff oder durch bestimmte

Aminosauren verstarkt werden [Overhage et al., 2008].

Pseudomonaden zdhlen zu den mesophilen Bakterien und weisen ein Wachstumsoptimum
zwischen +25°C und +35 °C auf. Die meisten Vertreter der Gattung sind jedoch tendenziell
psychrotroph und wachsen bei Kiihltemperaturen zwischen +4°C und +7°C
[Andreani et Fasolato, 2017]. Diese Fahigkeit sich an niedrige Temperaturen anzupassen lasst sich
u. a. mit der hohen Anzahl ungesattigter Lipide in der Zellmembran begriinden. Zudem weisen die
gramnegativen Bakterien eine Vielzahl weiterer Mechanismen (wie zum Beispiel Proteasen mit
niedrigem Temperaturoptimum) auf, die ihnen die verstarkte Kaltepersistenz ermaoglichen

[Moreno et Rojo, 2014]. Die Toleranz gegenliber hohen Temperaturen ist dabei nur eingeschrankt
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vorhanden. Das pH-Optimum der Pseudomonaden liegt bei 5,8. Niedrigere pH-Werte fiihren

hingegen zu einem verminderten Wachstum [Hoshino et al., 1997; Andreani et Fasolato, 2017].

Das Genom von P. ageruginosa ist bereits vollstandig sequenziert und zeichnet sich im Vergleich zu
anderen GenomgroRen weiterer Bakterienarten durch seine hohe Zahl an Basenpaaren von bis zu

6,3 Mbp aus [Stover et al. 2000].

Im Bereich der Umwelt spielen Pseudomonaden eine groRe Rolle, da sie Verbindungen geringen
Molekiilgewichts abbauen kénnen. Diese entstehen Ublicherweise beim Abbau von tierischem oder
pflanzlichem Material in Sauerstoff enthaltender Umgebung. Zudem sind die gramnegativen
Bakterien in der Lage viele xenobiotische Verbindungen zu katabolisieren. Hierzu gehdren unter
anderem Pestizide sowie weitere toxische Chemikalien. Fir die Sanierung der Umwelt sind

Pseudomonaden folglich unerlasslich [Madigan et al., 2013].

Einige Spezies der Pseudomonaden sind nachgewiesenermaBen tierpathogen- insbesondere
gegenlber Fischen und Vogeln: P. anguilliseptica, P. chlororaphis sowie P. aeruginosa sind hier zu
nennen. Zu den pflanzenpathogenen Spezies zahlen zudem P. syringae, P.savastanoi und

P. pseudoalcaligenes [Eissa et al., 2014; Andreani et Fasolato, 2017].

Die Gruppe der Pseudomonaden beinhaltet zudem einige humanpathogene Vertreter. Hierzu
zahlen u.a. P.putida, P.fluorescens, P. acidovorans, P.paucimobilis und insbesondere
P. aeruginosa [Andreani et Fasolato, 2017]. P.aeruginosa ist einer der bedeutendsten
opportunistischen Krankheitserreger des Menschen. So gilt P. aeruginosa als wichtige Ursache bei
lebensbedrohlichen Blutinfektionen (Sepsis). Insbesondere bereits immungeschwéachte Personen
sind hier gefdahrdet [Al- Grawi et al., 2012]. Allgemein fiihren nosokomiale Infektionen, ausgeldst
durch P. geruginosa, zu hohen Mortalitdtsraten in Krankenhdusern vor allem, da die
Multiresistenzen dieser Spezies weiter zunehmen [Moosavian et Rahimzadeh, 2015;
Moradali et al., 2017]. Es werden auBerdem mit steigender Tendenz panresistente P. aeruginosa-
Stamme im Umfeld von Krankenhadusern beschrieben, welche nur noch mit Colistin therapierbar
sind [Poole, 2011]. Des Weiteren ist P. aeruginosa in der Lage beim Menschen diverse weitere
Infektionen hervorzurufen: Blau-eitrige Wundinfektionen der Haut (hauptsachlich nach
Verbrennungen), Befall der Harnwege oder Lunge und Infektionen der Augen gehoren dazu. Auch
Operationen und Transplantationen kénnen, je nach dufleren Umstdnden des behandelnden
Krankenhauses, ein hohes Risiko fiir eine Infektion mit P. aeruginosa darstellen. Dies ist
hauptsachlich durch die Tatsache bedingt, dass Pseudomonaden u. a. auch medizinische Gerate
(z. B. Katheter und Schlauche) besiedeln konnen und es so zu einer Infektion innerhalb des Kérpers

kommen kann [Moradali et al., 2017]. Das sogenannte ,,swimmer’s ear”, eine Mittelohrentziindung
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bedingt durch den Kontakt von Badewasser mit dem Gehdrgang, gehort ebenfalls zu den durch
Pseudomonaden verursachten Erkrankungen [Reid et Porter, 1981; Wang et al. 2005]. Auch das
Auftreten von Hautausschlagen nach Nutzung von mit P. aeruginosa kontaminierten Badestatten
wurden bereits beschrieben [Washburn et al., 1976]. Ebenfalls berichtet wurde von einem durch
P. fulva ausgeldsten Fall von Meningitis [Almuzara et al., 2010]. In den meisten Fallen todlich
verlduft zudem eine Infektion mit P. aeruginosa bei an cystischer Fibrose (Mukoviszidose)
erkrankten Personen, die mit einer zunehmenden Verschleimung der Lunge und Tod durch
Ersticken endet [Pang et al., 2019]. Da die gramnegativen Bakterien der Gattung Pseudomonas sich
zudem durch eine hohe Antibiotikaresistenz auszeichnen, ist die Behandlung (insbesondere von
P. aeruginosa) mit Antibiotika zunehmend mit Schwierigkeiten verbunden. Auch die Resistenz
gegenlber diversen Desinfektionsmitteln ist ansteigend [Stover et al., 2000; Lambert, 2002].
Pseudomonaden sind auBerdem in der Lage Biofilme zu bilden, was ihre Bekdampfung zusatzlich

erschwert [Scales et al., 2014].

Die Pseudomonaden spielen allerdings nicht nur im Bereich von Infektionen in Menschen, Tieren
und Pflanzen eine wichtige Rolle, sondern auch in Lebensmitteln: So stellen die Mitglieder der
Gattung Pseudomonas wichtige Verderbnisbakterien in Nahrungsmitteln dar. Hierbei sind der
Verderb von  (gefrorenen) Fisch-, Fleisch- und Milchprodukten hervorzuheben
[Rajmohan et al., 2002]. Dies liegt Gberwiegend in der Tatsache begriindet, dass Pseudomonaden
eine Reihe von Lipasen und Proteasen sezernieren, mit Hilfe derer die Hydrolyse fett- und
proteinreicher Lebensmittel moglich ist [Dogan et Boor, 2003]. Die Anwesenheit von P. fluorescens
in Rahm und Butter kann so zum Beispiel zur Ranzigkeit fihren [Frank, 1990]. Aber auch die
Fahigkeit der Pseudomonaden bei +4 bis +7 °C, also Temperaturen, die Ublicherweise fir die
Kahllagerung von Lebensmitteln verwendet werden, optimal zu wachsen, macht sie zu haufigen
Verderbnisbakterien. Dies gilt insbesondere fir Nahrungsmittel, die zu der Kategorie , extended
shelf life” (ESL) zahlen und langer gelagert werden [Nyati, 2000; Reichler et al., 2018]. Einige Lipasen
und Proteasen konnen jedoch die hohen Temperaturen, die zum Beispiel wdhrend der
Pasteurisation von Milchprodukten erreicht werden, unbeschadet (iberleben, sodass auch der
Verderb von erhitzter Milch bzw. erhitzten Milcherzeugnissen durch diese Pseudomonaden-
Enzyme moglich ist [Andreaniet Fasolato, 2017]. Neben einer verringerten Haltbarkeit der
Lebensmittel, bewirkt das Vorhandensein von Pseudomonaden und der damit einhergehende
Verderb der Nahrungsmittel weitere unerwiinschte Effekte: Der Verdau des Caseins in Milch durch
Proteasen fiihrt so zum Beispiel zu einem bitteren Geschmack, einer Gelierung sowie der
Verklumpung der Milch [Dogan et Boor, 2003; De Jonghe et al., 2011]. Der Verderb von Fleisch und
Fleischerzeugnissen durch Pseudomonaden wird haufig durch eine schleimige, schmierige

Oberflache der Produkte sichtbar [Kramer, 2017]. Beim Verzehr von mit Pseudomonaden

Seite 9



3. Einleitung

kontaminierten Lebensmitteln kann zudem- je nach vorliegendem Keimgehalt- auch in anderen
Lebensmitteln ein bitterer Geschmack wahrgenommen werden [Freund et al., 2018]. Jedoch wurde
auch schon von einem fruchtigen off-flavour in pasteurisierter Milch, bedingt durch P. putida,
berichtet [Whitfield et al., 2000]. Des Weiteren weisen die Stimme der Spezies P. aeruginosa die
Fahigkeit auf einen wasserlslichen blaugriinen Farbstoff zu synthetisieren: Das Pyocyanin. Dies
fiihrt zu einer optischen Verfarbung der Lebensmittel und ist unerwiinscht. Ublicherweise wird
dieses Pigment von den Pseudomonaden in Stresssituationen gebildet
[Castafieda-Tamez et al.,, 2018]. Aber auch in verzehrfertigem Gemise herrschen fiir die
gramnegativen Bakterien der Gattung Pseudomonas aufgrund der Fahigkeit Pektine abzubauen
optimale Wachstumsbedingungen. In der Literatur wird vor allem der Nachweis von P. fluorescens,
P. putida und P.chicorii in wenig oder unverarbeitetem Gemiise beschrieben

[Andreani et Fasolato, 2017].

Neben dem Lebensmittelverderb durch Pseudomonas spp. wurden auch mehrfach Falle von durch
P. aeruginosa ausgeloster Diarrhd publiziert [Hunter et Ensign, 1947; Adlard et al.,, 1998;
Chuang et al., 2017]. Obwohl P. aeruginosa-Stamme den gesamten Gastrointestinaltrakt besiedeln
kénnen, wird der Anwesenheit dieser Spezies im Stuhl in einigen Studien kaum klinische Relevanz
zugesprochen. So betragt der nachgewiesene Anteil von P. aeruginosa im Stuhl bei gesunden
Kindern ca. 2 %, bei hospitalisierten Personen ungefahr 1 % [Chuang et al., 2017]. Im Gegensatz
dazu stehen jedoch mehrere Studien, die von Fallen durch P. aeruginosa-assoziierter Diarrho
berichten. Als pradisponierender Faktor fiir eine durch P. aeruginosa ausgel6ste Diarrhé gilt vor
allem das Alter: So wurde neben dem Vorkommen in Neugeborenen und Kindern ebenfalls von
Fallen bei Menschen mit einem Alter tiber 60 berichtet [Hunter et Ensign, 1947; Adlard et al., 1998;
Chuang et al., 2017]. Auch eine Immunschwache scheint die gastrointestinale Vermehrung von
P. aeruginosa zu begilnstigen [Adlard et al., 1998]. Zudem wurde beobachtet, dass es bei langerer
Einnahme von Antibiotika ebenfalls zu Diarrh6, ausgeldst durch die orale Aufnahme von
Lebensmitteln, welche P. aeruginosa enthalten, in zuvor gesunden Menschen kommen kann
[Hoff et al., 2020]. Das so genannte , Shanghai-Fieber”, welches mit Diarrho, Fieber, Sepsis und
multiplem Organversagen einhergehen und tddlich enden kann, ist ebenfalls auf eine Infektion mit
P. aeruginosa zurlickfihrbar. Das Auftreten wurde bereits in zuvor gesunden Kindern beschrieben

[Halder et al., 2015; Chuang et al., 2017].

3.2 Resistenzmechanismen in Pseudomonaden

Pseudomonaden zeichnet das Vorhandensein diverser, unterschiedlicher Resistenzmechanismen

aus. Diese sind sowohl intrinsischer als auch extrinsischer Natur [Antdo et Wagner-Ahlfs, 2018].
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3.2.1 Intrinsische Resistenzmechanismen

Bei den intrinsischen Resistenzmechanismen handelt es sich liberwiegend um eine geringe
Permeabilitat der Zellwand, die dazu fiihrt, dass einige Antibiotika nicht zu ihrem Wirkungsort im
Inneren der Zelle gelangen kénnen [Lambert, 2002; Antdo et Wagner-Ahlfs, 2018]. Weitere
intrinsische Mechanismen, die zu Antibiotikaresistenzen fihren, sind das Vorhandensein von so

genannten Effluxpumpen und die Synthese bestimmter Enzyme.

Mit Hilfe der Effluxpumpen gelingt es den Pseudomonaden antibiotische Substanzen, die bereits in
die Zelle gelangt sind, aktiv wieder hinauszubefdordern. Die gramnegativen Bakterien der Gattung
Pseudomonas weisen so genannte MDR-Effluxpumpen auf, wobei MDR fir ,Multi Drug
Resistance” (Mehrfachresistenz) steht [Moore et Flaws, 2011]. Ubergeordnet gehdren diese MDR-
Effluxpumpen zur RND-Familie (engl.: Resistance Nodulation Division) [Islam et. al. 2004;
Murugan et. al. 2018]. Der Aufbau ist in drei Protein-Bausteine gegliedert: Das Exportprotein,
welches in der Cytoplasmamembran verankert ist, das AuRenmembranprotein Opr (engl.: Outer
membrane protein) sowie ein Membranfusionsprotein, welches das Exportprotein mit dem
AuBenmembranprotein im Periplasma verbindet [Moore et Flaws, 2011]. Die Namensgebung der
Effluxpumpen erfolgt mit ,mex” (engl.: multi efflux) gefolgt von einem Buchstaben. Im Folgenden
sind die bisher in P. aeruginosa charakterisierten Efflux-Systeme und die Antibiotikaklassen,

gegenlber derer sie wirksam sind, aufgefiihrt [Pang et al., 2019].

Tab. 1: In P. aeruginosa charakterisierte Efflux-Systeme nach Pang et al., 2019.

Efflux-System Efflux folgender Antibiotikaklassen:
MexAB-OprM Fluorchinolone, B-Laktame
MexCD-Opr) Fluorchinolone, B-Laktame
MexEF-OprN Fluorchinolone
MexXY-OprM Aminoglykoside

Bei den ebenfalls in Pseudomonaden vorliegenden Enzymen handelt es sich unter anderem um
Metallo-B-Laktamasen, welche dazu in der Lage sind eine Resistenz gegeniiber der Gruppe der
Carbapeneme hervorzurufen [Moosavian et. Rahimzadeh, 2015]. Der Verlust des
AulRenmembranporins OprD wird zudem mit einer Resistenz gegeniliber dem zur Antibiotikagruppe

der Carbapeneme zihlenden Imipenem in Verbindung gebracht [Livermore, 2002].

3.2.2 Extrinsische Resistenzmechanismen

Die extrinsischen, also erworbenen, Resistenzmechanismen sind im Gegensatz zu den intrinsischen

stammspezifisch [Antdo et Wagner-Ahlfs, 2018]. So besteht die Moéglichkeit durch chromosomale
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oder plasmidale Mutationen weitere Resistenzen zu entwickeln [Livermore, 2002]. Des Weiteren
kann es auch zu einem Gentransfer zwischen zwei Bakterien kommen, bei denen Erbinformationen
ausgetauscht werden konnen. Besonders kritisch zu betrachten ist hierbei der Transfer auf
plasmidaler Ebene, da dieser auch zwischen unterschiedlichen Bakterienspezies erfolgen kann

[Antdo et Wagner- Ahlfs, 2018].

Plasmide spielen ebenfalls eine Rolle bei der Resistenz gegeniber Aminoglykosiden und
antibiotisch wirksamen Substanzen mit einem B-Laktamring. So kénnen Pseudomonaden Plasmide
erwerben auf denen bestimmte Enzyme codiert werden [Moore et Flaws, 2011]. Hierzu gehoren
die ESBL (engl.: Extended Spectrum B-Lactamase) und die AME (Aminoglykosid modifizierende
Enzyme) [Witte et Mielke, 2003; Moore et Flaws, 2011]. Im Folgenden sind die haufigsten ESBL und
AME in Pseudomonaden und die Substanzgruppe, gegeniber derer sie wirksam sind, aufgefihrt
[Witte et Mielke, 2003; Moore et Flaws, 2011, Laudy et al., 2017; Pang et al., 2019].

Tab. 2: Enzymgruppen und antibiotische Substanzen gegeniiber derer sie wirksam sind nach
Witte et Mielke (2003), Moore et Flaws (2011), Laudy et al. (2017) und Pang et al. (2019).

Enzymgruppe Enzyme Resistenz gegeniiber:
Aminoglykosid-Phosphoryltransferasen APH(3Y) Amikacin, Isepamicin
(APH)
AAC(6)-1 Netilmicin, Tobramycin,
Aminoglykosid-Acetyltransferase (AAC) Amikacin
AAC(6°)-1I Netilmicin, Gentamicin,
Tobramycin
Aminoglykosid-Nucleotidyltransferasen ANT(2)-I Gentamicin, Tobramycin
(ANT)
Extended Spectrum B-Laktamasen (ESBL) PER, GES, VEB, Cephalosporinen (u. a.
PEL, PME und OXA Cefpodoxim); mit
Ausnahme von
Cephamycinen

3.3 Antibiotikagruppen

Im Rahmen dieser Dissertation werden die Antibiotika Cefpodoxim, Imipenem, Ciprofloxacin und
Netilmicin fiir die eigenen Analysen verwendet, da gegeniiber diesen Antibiotika in der Literatur
haufig Resistenzen von Pseudomonaden beschrieben werden [Pang et al., 2019]. Zudem decken
diese Antibiotika die Klassen Cephalosporine, Carbapeneme, Fluorchinolone und Aminoglykoside

ab [Campoli-Richards et al., 1989; Davis et al., 1996; Staub, 1997; Knapp et English, 2001].
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3.3.1 Cefpodoxim

Cefpodoxim, ein Cephalosporin der 3. Generation, entsteht durch Spaltung des Esters aus

Cefpodoxim-Proxetil [Wiedemann et al., 1991; Reisdorf, 2015].

H
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Abb. 1: Strukturformel von Cefpodoxim nach PubChem, 2022.

Cefpodoxim wird haufig zur Heilung von Atemwegserkrankungen eingesetzt. Zusatzlich empfiehlt
die Paul-Ehrlich-Gesellschaft die Behandlung von Harnwegsinfektionen und Erkrankungen des Hals-
Nasen-Ohren-Bereichs mit Cefpodoxim [Bodmann et al., 2019]. Die Bakterien der Gattung
Pseudomonas, welche fir die genannten Erkrankungen urséchlich sein kénnen, weisen jedoch
haufig eine natlrliche Resistenz gegeniliber Cefpodoxim auf. Dies beruht unter anderem auf dem
Vorhandensein von B-Laktamasen, welche das Cefpodoxim hydrolysieren und so im
Mikroorganismus wirkungslos machen kénnen [RKI, 2007; Sacha et al., 2008]. Hierfir sind
insbesondere die so genannten extended spectrum B-lactamases (kurz: ESBL) verantwortlich, die
ein erweitertes Wirkspektrum aufweisen und jegliche Cephalosporine der 3. Generation

hydrolysieren kénnen [Domhan et al., 2018].

3.3.2. Imipenem

Bei Imipenem handelt es sich um ein R-Laktam-Breitbandantibiotikum, welches zu der Gruppe der
Carbapeneme zdhlt [Troillet et al., 1997]. Ublicherweise wird Imipenem zur Behandlung von
Infektionen der Atem- oder Harnwege, welche durch P. aeruginosa verursacht werden kdnnen,
eingesetzt. [Clissold et al.,, 1987]. Aufgrund der Uber die Jahrzehnte andauernden breiten
Anwendung dieses Antibiotikums haben jedoch auch die Resistenzen gegentliber Imipenem in den

letzten Jahren zugenommen. Hiervon ist insbesondere die Wirksamkeit gegenliber gramnegativen
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Bakterien, zu denen P. aeruginosa zahlt, betroffen [Troillet et al, 1997]. Der Resistenzmechanismus
gegenilber Carbapenemen zeichnet sich durch das Vorhandensein von R-Laktamasen aus. In der
Literatur werden zwei mogliche Resistenzvarianten bei P. aeruginosa beschrieben: Bei der ersten
Variante sind die Aktivitat der chromosomalen R-Laktamase in Kombination mit einer verringerten
Permeabilitat aufgrund des Verlusts von OprD (engl.: Outer membrane protein D), einem
AulRenmembranporin, fiir die Resistenz gegeniber Imipenem verantwortlich. Die zweite
Moglichkeit ist eine Expression von Metallo-B-Laktamasen, welche plasmidkodiert vorliegen

[Troillet et al., 1997].

Abb. 2: Strukturformel Imipenem nach PubChem, 2022a.

3.3.3 Ciprofloxacin

Ciprofloxacin ist ein strukturell mit der Nalidixinsdure verwandtes Antibiotikum der Gruppe der
Fluorchinolone [Campoli-Richards et al., 1988]. Das breite Wirkspektrum richtet sich u. a. gegen
gramnegative Bakterien, zu denen P. aeruginosa gehért [Davis et al., 1996]. Ublicherweise findet
Ciprofloxacin Anwendung bei der Behandlung von Lungenentziindungen und Harnwegsinfektionen

[Thai et al., 2021].
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Abb. 3: Strukturformel von Ciprofloxacin nach PubChem, 2022b.

Eine Resistenz gegentiiber Ciprofloxacin, bzw. allgemein der Antibiotikagruppe der Fluorchinolone,
kann auf drei Wegen erfolgen: Eine Mutation in den beiden Genen der DNA-Gyrase gyrA oder gyrB,
einer verringerten AuBenmembranpermeabilitdt oder einem gesteigerten Efflux. Dabei stellen die
Mutationen der Gene gyrA und gyrB den haufigsten Resistenzmechanismus gegentlber

Ciprofloxacin, insbesondere in klinischen P. aeruginosa-Stammen, dar [Cambau et al., 1995].

3.3.4 Netilmicin

Das Antibiotikum Netilmicin zdhlt zur Klasse der so genannten Aminoglykosid-Antibiotika. Es
handelt sich bei Netilmicin um ein semisynthetisches Derivat von Sisomicin. Der
Anwendungsbereich umfasst gramnegative Bakterien, wie Pseudomonaden [Miller et al., 1976].
Netilmicin wird Ublicherweise fir die Behandlung von Harnwegsinfektionen, welche durch

P. aeruginosa ausgelost werden konnen, eingesetzt [Campoli-Richards et al., 1989].
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Abb. 4: Strukturformel von Netilmicin nach PubChem, 2022c.

Die Resistenz von Pseudomonas spp. gegeniliber Netilmicin, bzw. der Klasse der Aminoglykoside im
Allgemeinen, ist auf die Anwesenheit diverser Enzyme zurickzufiihren. Diese kdnnen sowohl auf
den Chromosomen als auch Plasmiden kodiert sein. Es handelt sich hierbei um Aminoglykosid-
Phosphotransferasen (APHs), Aminoglykosid-Adenylyltransferasen (ANTSs) und
Aminoglykosid-N-Acetyltransferasen (AACs). Des Weiteren fuhrt in vielen netilmicinresistenten
Stammen eine geringe Aullenmembranpermeabilitdit zu einer verringerten Aufnahme des
Aminoglykosids. Ebenfalls wurde bei Anwesenheit hoherer Aminoglykosidkonzentrationen eine
induzierte Netilmicinresistenz von P. aeruginosa-Stammen beobachtet. Nach Entfernung der
Aminoglykoside aus der Bakterienumgebung, kam es dann wieder zum Verlust der Resistenz
[Poole, 2005]. Zusatzlich kann auch die Anwesenheit des Efflux-Systems MexXY-OprM eine

Resistenz gegenliber Netilmicin bzw. Aminoglykosiden verursachen [Mao et al., 2001].
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4. Material und Methoden

4.1 Nachweismethoden von Pseudomonaden

Auf Ebene der Nachweismethoden von Pseudomonaden im Lebensmittelbereich sind mit Stand des
Verfassens dieser Arbeit nur zwei Normen bekannt: Zum einen die DIN EN ISO 16266:2008-05 fiir
Trinkwasser, deren Geltungsbereich jedoch ausschlieRlich den Nachweis und die Zahlung von
P. aeruginosa in diesem Lebensmittel umfasst. Zum anderen ist die Quantifizierung von
prasumtiven Pseudomonaden in Fleisch- und Fleischerzeugnissen nach DIN EN ISO 13720:2010-12

geregelt.

In der DIN EN ISO 13720:2010-12 wird der Arbeitsablauf wie folgt beschrieben: 1 Teil der zu
untersuchenden Fleisch-/ Fleischerzeugnisprobe wird in 9 Teilen Verdinnungsfllssigkeit
eingewogen, durch Walken homogenisiert und nach zu erwartendem Keimgehalt entsprechend
seriell dezimal verdinnt. Jeweils 0,1 ml dieser seriellen Zehnfachverdiinnungen werden auf
Cephalothin-Natriumfusidat-Cetrimid-Agar (CFC-Agar) ausplattiert. Die anschlieRende Bebritung
geschieht fir 44+4h bei 25°C. Im Anschluss kann die Quantifizierung durch Zahlen der
gewachsenen Kolonien erfolgen. Hierbei sind nur Platten mit Koloniezahlen von 20 bis 150 zur
Auswertung heranzuziehen. Die Bestatigung, dass es sich bei den entsprechenden Kolonien um
Bakterien der Gattung Pseudomonas handelt, hat mittels Oxidase-Test zu erfolgen. Hierzu werden
randomisiert finf Kolonien pro Platte gewahlt und auf ein mit Oxidase-Reagens befeuchtetes
Filterpapier gebracht. Fir das Oxidase-Reagens werden 1g N,N,N,N"Tetramethyl-p-
phenylendiamindihydrochlorid in 100 ml Wasser gelost. Zeigt das Filterpapier eine positive
Reaktion durch eine violette bis purpurrote Farbanderung, kann davon ausgegangen werden, dass
es sich bei dem untersuchten Zellmaterial um prasumtive Pseudomonas spp.-Kolonien handelt

[DIN EN 1SO 13720:2010-12].

Fir den kulturellen Nachweis und/oder die quantitative Bestimmung der Pseudomonaden in
anderen Lebensmittelkategorien musste diese Norm bisher durch Validierung in der
entsprechenden Lebensmittelmatrix geprift werden. Ein Verfahren, dass sich explizit nur mit dem
Nachweis (multi-)resistenter Pseudomonaden in mehreren Lebensmittelgruppen befasst, ist zudem

bisher nicht bekannt.

4.2 Validierung mikrobiologischer Verfahren

Experimentell erzeugte Messwerte sind gemalR Leitfaden zur Validierung mikrobiologischer
Prifverfahren und zur Abschatzung der Messunsicherheit im Bereich Lebensmittel- und

Umweltmikrobiologie immer mit Unsicherheiten behaftet. Um zu priifen inwieweit eine Methode
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fir die jeweiligen Untersuchungen geeignet ist, wird daher das Instrument der Validierung
genutzt [SAS, 2017]. Auch, wenn ein bereits bestehendes Verfahren (Referenzverfahren genannt)
bekannt ist, welches durch Anpassung diverser (Einzel-)Schritte modifiziert wird, ist eine
Validierung der neuen Methode notwendig [DIN EN ISO 16140-2:2016-11]. Dies gilt ebenfalls, wenn
der Anwendungsbereich einer Methode auf neue (Lebensmittel-) Matrices erweitert werden soll

[SAS, 2017].

In der Regel wird bei Untersuchungsmethoden unterschieden, ob es sich um eine qualitatives
(Ja/Nein Entscheid) oder ein quantitatives Verfahren handelt. Bei Letzterem steht in der Regel die
Frage nach der Einhaltung von Grenzwerten im Fokus. Je nach Methode sind die Anforderungen an

die Validierungskriterien unterschiedlich [SAS, 2017].

Als Auswerteschema fiir einen qualitativen Methodenvergleich ist der so genannte ,,Vierfeldertest”,

welcher im Folgenden dargestellt ist, geeignet.

Tab. 3: Auswerteschema des Vierfeldertests nach SAS, 2017.

Zu validierende + - b3
Methode
Referenzmethode + a b a+b
- c d c+d
2 a+c b+d atb+ctd=n

Dabei entspricht:

+: positiver Nachweis respektive positive Beurteilung

-: negativer Nachweis respektive negative Beurteilung

a: Anzahl der bei beiden Methoden positiven Analysenergebnisse

b: Anzahl der falsch negativen Analysenergebnisse bezliglich Referenzmethode
c: Anzahl der falsch positiven Analysenergebnisse beziglich Referenzmethode
d: Anzahl der bei beiden Methoden negativen Analysenergebnisse

n: Gesamtzahl der Analysenergebnisse

>:Summe

Je nach Umfang der Validierung einer neuen bzw. Zweitmethode gilt es diverse Parameter zu
Uberprifen. Die fur die Validierung des neuen kulturellen Nachweis- und Zahlverfahrens

(multi-)resistenter Pseudomonaden genutzten Parameter sind im Folgenden aufgefiihrt:

Seite 18



4. Material und Methoden

Anwendungsbereich

Im Bereich der Lebensmittelmikrobiologie gilt fiir ein Verfahren, welches horizontal (sprich: fir alle
Lebensmittelwarengruppen) angewendet werden soll, dass fiir die Validierung mindestens flinf
Lebensmittelkategorien untersucht werden missen [DIN EN ISO 16140-3:2021-06]. In der
DIN EN ISO 16140-2:2016-11 ist angegeben, welche Lebensmittelgruppen fir die jeweiligen

Anwendungsbereiche Verwendung finden kénnen.

Inklusivitat
Die Inklusivitat ist als die Fahigkeit der Methode definiert einen Zielanalyten aus einem weiten

Spektrum weiterer Mikroorganismen sicher zu detektieren [Feldsine et al., 2002].

Exklusivitat
Bei der Exklusivitat handelt es sich um den Einfluss von moglichen, stérenden Nichtzielkeimen auf
das zu validierende Verfahren [Feldsine et al., 2002]. Sowohl fiir die Bestimmung der Inklusivitat als

auch der Exklusivitat werden keine Lebensmittelproben verwendet [DIN EN ISO 16140-2:2016-11].

Spezifitat
Das MaR der Beeinflussung der Methode durch weitere Nichtzielkeime wird im Vierfeldertest
Spezifitat genannt.

Berechnet wird die Spezifitdt mittels folgender Gleichung:

Spezifitat [%] = ﬁ 1100 (1)

Ist der Zielorganismus sowohl mit der zu validierenden Methode als auch der Referenzmethode

nicht nachweisbar, so wird von der gleichen Spezifitat ausgegangen [SAS, 2017].

Selektivitdt
Der Grad der Hemmung eines Nicht-Zielmikroorganismus auf oder in einem selektiven
Ndhrmedium unter definierten Bedingungen wird nach DIN EN ISO 11133:2020-10 als Selektivitat
bezeichnet. Mit Hilfe folgender Gleichung wird der Selektivitatsfaktor (S¢) berechnet:

Se = Do - Ds (2)
Dabei entspricht:
Do = Hochste Verdiinnung, die auf einem nicht selektiven Referenzmedium ein Wachstum aufweist
Ds = Hochste Verdiinnung, die auf dem zu prifenden selektiven Medium ein vergleichbares

Wachstum zeigt; S¢, Do und Ds werden in logio-Einheiten angegeben [DIN EN I1SO 11133:2020-10].
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Produktivitat

Die Produktivitat beschreibt den Wiederfindungsgrad eines Zielmikroorganismus vom Nahrmedium
unter definierten Bedingungen [DIN EN ISO 11133:2020-10]. Dabei soll ein zufriedenstellendes
Wachstum des Zielstammes nachgewiesen werden. Die Berechnung wird folgendermalien

durchgefihrt:
p=2= (3)

Dabei entspricht:

Ns = Die auf dem zu prifenden Testmedium erhaltene Gesamtzahl von Kolonien
No = Die auf dem festgelegten Referenzmedium erhaltene Gesamtzahl von Kolonien
Die Produktivitat eines quantitativen Verfahrens gilt als zufriedenstellend, wenn ein Wert von 0,5

nicht unterschritten wird [DIN EN ISO 11133:2020-10].

Sensitivitat
Die Angabe, wie viel Prozent aller sicher positiven Proben mit einer Methode auch sicher als positiv
erkannt werden, ist im Vierfeldertest als Sensitivitdat definiert. Daher bezeichnet die Sensitivitat
auch die Fahigkeit der Methode innerhalb einer Matrix Anderungen der Anzahl der zu
untersuchenden Mikroorganismen nachzuweisen. Mit Hilfe folgender Gleichung wird die
Sensitivitdt berechnet:

Sensitivitat [%] =a:;b -100 (4)
Von einer gleichen Sensitivitdt wird ausgegangen, wenn der Zielkeim sowohl mit der zu

validierenden Methode als auch mit dem Referenzverfahren nachgewiesen wird [SAS, 2017].

eLODso

Die kleinste Anzahl Zielkeime, welche mit einer definierten statistischen Sicherheit bestimmt
werden kann, wird als Nachweisgrenze (auch LODso bzw. engl.: Level Of Detection) bezeichnet
[SAS, 2017]. Da eine genaue Bestimmung der Nachweisgrenze (LODs;) mit der gemal
DIN EN I1SO 16140-2:2016-11 geforderten Anzahl an zu testenden Proben haufig nicht maoglich ist,
kann fir die Validierung einer Methode auch der so genannte ,eLODso,-Wert”“ herangezogen
werden. Dieser Begriff steht fiir engl.: ,estimated Level Of Detection” und beschreibt die zu
erwartende Nachweisgrenze bei einer Wahrscheinlichkeit von 50 %. Bestimmt wird der eLODsg

mittels MPN-Verfahren [DIN EN ISO 16140- 3:2021-06].
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Falsch-Positiv-Rate

Die Falsch-Positiv-Rate berechnet sich mittels Vierfeldertest (siehe Gleichung (5)) und gibt an, wie
viel Prozent der Proben mit dem alternativen Prifverfahren als falsch positive Befunde gewertet
wurden.

Falsch-Positiv-Rate [%] = i -100 (5)
Falsch positive Befunde sind als solche durch weitere Charakterisierung der Keime zu bestatigen

[SAS, 2017].

Falsch-Negativ-Rate

Wie viel Prozent der Proben mit dem alternativen Prifverfahren als falsch negative Befunde
gewertet wurden, wird als Falsch-Negativ-Rate bezeichnet. Berechnen lasst sich die Falsch-Negativ-

Rate mit Hilfe der folgenden Gleichung [SAS, 2017]:

_ b
T a+b

Falsch-Negativ-Rate [%] -100 (6)

Relative Richtigkeit

Als relative Richtigkeit wird das Ausmald der Abweichung des Messergebnisses vom ,richtigen
Wert” bezeichnet. Dabei wird der systematische Fehler miteinbezogen. Berechnet werden kann die
relative Richtigkeit mittels Gleichung (7):

relative Richtigkeit [%]= # -100 (7)
Die relative Richtigkeit gibt die geschatzte Wahrscheinlichkeit (in Prozent) an, dass die beiden

Methoden des Methodenvergleichs die gleichen Resultate ergeben [SAS, 2017].

Konkordanzindex

Das MaR der Ubereinstimmung zweier Priifverfahren beziiglich eines Analysenmerkmals wird als

Konkordanzindex Kappa bezeichnet. Die Berechnung erfolgt mittels folgender Gleichung:

) ad - bc
(a+c)(c+d)+(a+b)(b+d)

Kappa = 2 (8)
Die Bewertung von Kappa erfolgt mit der in Tab. 4 gezeigten Werten [SAS, 2017].

Tab. 4: Bewertung des Konkordanzindex Kappa nach SAS, 2017.

Kappa Ubereinstimmung

<0,10 keine
0,10-0,40 schwache
0,41-0,60 deutliche
0,61-0,80 starke
0,81-1,00 fast vollstandige
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4.3 Untersuchung von Uberwiegend verzehrfertigen Lebensmitteln auf

(multi-)resistente Pseudomonaden

Fir den Nachweis und die Quantifizierung (multi-)resistenter Pseudomonaden aus berwiegend
verzehrfertigen Lebensmitteln, wurde das im Rahmen dieser Arbeit validierte Verfahren verwendet.
Dazu wurde ausgehend von der DINENISO 13720:2010-12 vorgegangen. Um nur die
Pseudomonaden nachzuweisen bzw. zu isolieren, welche (mehrere) Resistenzen aufweisen,
wurden die Antibiotika Imipenem, Ciprofloxacin und Netilmicin verwendet. Durch den Einsatz von
Cefpodoxim im Anreicherungsmedium konnte des Weiteren das Wachstum der in den zu

untersuchenden Lebensmitteln vorhandenen Begleitflora weitestgehend unterdriickt werden.

Flr die Durchfiihrung wurden jeweils 25 g Lebensmittel in einen BagFilter® (Interscience, Saint Nom,
Frankreich) eingewogen und mit 225 ml Tryptischer Soja-Bouillon (TSB; Oxoid, Wesel) mit 8 mg
Cefpodoxim (Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Minchen) pro Liter versetzt. Die Ansdtze wurden
anschlieRend fiir 1 Minute gewalkt (Smasher AES Laboratoire, Bruz, Frankreich). Je zweimal 0,5 ml
aus dieser Suspension wurden auf CFC-Agar (Oxoid, Wesel), CFC-Agar mit 4 mg Imipenem/I,
CFC-Agar mit 0,5 mg Ciprofloxacin/l und CFC-Agar mit 4 mg Netilmicin/Il ausplattiert und bei 25 °C
flr 44 £ 4 h inkubiert. Die in TSB mit Cefpodoxim gewalkten Proben wurden in den BagFiltern® bei
37 °C liber Nacht bebriitet. AnschlieRend wurden Verdiinnungsausstriche aus diesen inkubierten
Ansatzen ausgestrichen. Dies erfolgte fiir jedes zu untersuchende Lebensmittel erneut auf CFC-Agar,
CFC-Agar mit 4 mg Imipenem/|, CFC-Agar mit 0,5 mg Ciprofloxacin/l und CFC-Agar mit 4 mg
Netilmicin/I. Die Bebritung dieser Agarplatten geschah bei 25 °C fiir 44 + 4 h. Im Anschluss wurden
pro Platte randomisiert bis zu finf Kolonien ausgewéhlt und Zellmaterial von diesen auf Blutagar
(Columbia Blood Agar, Oxoid, Wesel) liberimpft. Nach der Inkubation tber Nacht bei 37 °C erfolgte
die Identifizierung der aus den untersuchten Lebensmitteln gewonnenen Bakterien mittels MALDI-

TOF-MS (siehe Abschnitt 4.5).
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4.4 Bestimmung des Keimgehaltes

Der Keimgehalt einer Probe ladsst sich mit Gleichung (9) berechnen. Hierzu wird vom gewichteten
arithmetischen Mittel Gebrauch gemacht. Fiir die Auswertung werden nur Platten herangezogen,

deren Koloniezahl zwischen 10 und 300 liegt [DIN EN ISO 7218:2014-09].

SKG

Keimgehalt [KbE/g oder ml] = m -d,
‘Mg 2°Y,

(9)

Bedeutung der verwendeten GroéRen:

Grolle Bedeutung

KbE Anzahl der koloniebildenden Einheiten je g oder ml

SKG Summe der Kolonien aller Petrischalen, die zur Berechnung herangezogen
werden

Vv Volumen des auf der Platte aufgebrachten Inokulums in ml

ni Anzahl der Petrischalen, der niedrigsten, auswertbaren Verdiinnungsstufe,

die zur Berechnung herangezogen werden

n, Anzahl der Petrischalen der nachsthéheren Verdiinnungsstufe, die zur
Berechnung herangezogen werden

dn Faktor der niedrigsten ausgewerteten Verdinnungsstufe, hierbei handelt
es sich um die auf n; bezogene Verdiinnungsstufe

4.5 MALDI-TOF-MS

Bei der Matrix-unterstiitzten Laserdesorption/lonisierung-Flugzeit-Massenspektrometrie (engl.:
Matrix-assisted Laser-Desorption/lonization-Time-Of-Flight- Mass Spectrometry, abgekirzt:
MALDI-TOF-MS) handelt es sich um eine Messmethode, die im Bereich der Mikrobiologie zur
Identifizierung von Bakterien und Pilzen angewandt wird [Hosseini et Martinez-Chapa, 2017].
Hierbei wird die zu untersuchende Substanz mit niedermolekularen Matrixmolekiilen, wie z. B.
HCCA (a-Cyano-4-hydroxyzimtsdure) auf einem Trager (engl: Target) getrocknet. Mit Hilfe eines
gepulsten Lasers, welcher auf eine Wellenldnge von 337 nm eingestellt ist, erfolgt dann die
lonisierung. Die Strahlungsenergie wird hierbei zunédchst von den Matrixmolekiilen aufgenommen.
Hierbei kommt es zu einem Mitreillen der zu untersuchenden Probenmolekiile in die Gasphase. In
diesem Prozess entstehen positiv geladene Molekiilionen, welche in einem elektrischen Feld
beschleunigt und anschlieBRend an einem Detektor (MS) analysiert werden. Die Flugzeit (TOF) der
Molekilionen ist hierbei proportional zum Verhiltnis aus Masse und Ladung (m/z)

[Matissek et al., 2020]. Der schematische Aufbau eines MALDI-TOF-MS ist im Folgenden dargestellt.
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Abb. 5: Schematische Darstellung des Aufbaus eines MALDI-TOF-MS nach Matissek et al., 2020.

Im Rahmen dieser Doktorarbeit wurde das MALDI-TOF-MS zur Speziesidentifizierung fiir die aus
den untersuchten Lebensmitteln gewonnenen Isolate genutzt. Hierzu wurde die
Direkttransfermethode der Firma Bruker angewendet [Bruker, 2013]. Dabei wird Zellmaterial aus
einer Einzelkolonie des zu untersuchenden Isolates zunachst als diinner Film auf eine Stelle der
Targetplatte aufgetragen und anschliefend mit 1 ul HCCA-Matrix (beides Bruker, Corporation,
Bremen) Uberzogen. Nach Trocknen bei Raumtemperatur erfolgt dann die Messung und
Auswertung im MALDI-TOF-MS (Bruker Corporation, Massachusetts, USA; Microflex LT MALDI-TOF-
MS Biotyper; Datenbankversion: BDAL-10.0.0.0.-RUO) [Bruker, 2013].

4.6 Warenkunde der untersuchten Lebensmittelgruppen

Im Rahmen dieser Arbeit wurden insgesamt 184 Lebensmittel auf die Anwesenheit von
(multi-)resistenten Pseudomonaden untersucht. Bei den Lebensmittelgruppen handelt es sich um
Uberwiegend roh verzehrfertiges Hackfleisch, Sahne, verzehrfertigen Lachs bzw. weitere Fischarten,
pflanzliche Lebensmittel, verarbeitete Fleischprodukte, Rohmilchkdse und Desserts mit hohem
Sahneanteil. Die untersuchten Proben gliedern sich dabei im Einzelnen in 64 Lebensmittel der
Warengruppe Hackfleisch, 23 Sahneproben, 19 Lachs bzw. elf weitere Fischproben (u. a. Thunfisch),
51 pflanzliche Lebensmittel und insgesamt 16 Proben aus den Gruppen Rohmilchkase, Desserts mit
hohem Sahneanteil und (verarbeitete) Fleischprodukte. In den Lebensmitteln der aufgezihlten
Gruppen wurden und werden haufig Pseudomonaden nachgewiesen. So zdhlen diese
gramnegativen Bakterien insbesondere in Fischen und Hackfleisch zur Begleitflora
[Raposo et al., 2017]. Einer der Griinde ist die Fahigkeit der Pseudomonaden auch bei niedrigen
Temperaturen zu wachsen [Andreani et Fasolato, 2017]. Zudem werden nicht alle dieser genannten
Lebensmittel vor dem Verzehr einer Warmebehandlung unterzogen, sondern auch roh verzehrt.

Dies stellt ein Risiko dar, ggf. hohe Keimgehalte an Pseudomonaden aufzunehmen.
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Die Proben wurden in diversen Lebensmittelgeschaften in Hamburg und Schleswig-Holstein gekauft
oder in Zusammenarbeit mit den Lebensmittelkontrolleuren der Freien und Hansestadt Hamburg
sowie dem Institut fir Hygiene und Umwelt (Hamburg) aus Backereien, Restaurants und (Eis-) Cafés
entnommen. Dabei lassen sich diese Proben in so genannte Plan- und Anlassproben gliedern. Die
Anlassproben lassen sich ferner in u.a. Verdachts- und Verfolgsproben unterteilen. Bei
Verdachtsproben fiihrt ein entsprechender Verdacht (z. B. eine unzureichende Betriebshygiene
oder erkennbare optische Mangel der Lebensmittel) zu einer Probenahme. Von einer Verfolgsprobe
ist die Rede, wenn eine vorherige Untersuchung einer Probe des Betriebs bereits Auffalligkeiten
ergeben haben. Die Aufarbeitung der untersuchten Proben erfolgte wie in Abschnitt 4.3
beschrieben. Weitere Angaben zu den einzelnen Lebensmitteln sind Tab. 32 (siehe Anhang 9.6) zu

entnehmen.

4.6.1 Hackfleisch

Bei Hackfleisch handelt es sich gemaR der Verordnung (EG) Nr. 853/2004 mit spezifischen
Hygienevorschriften fiir Lebensmittel tierischen Ursprungs um ,entbeintes Fleisch, das durch
Hacken/ Faschieren zerkleinert wurde und weniger als 1 % Salz enthalt”“. Neben der vergroBerten
Oberflache des gewolften Hackfleisches sorgen auch der hohe Proteinanteil, der hohe au-Wert
sowie die (bliche Lagerung bei Temperaturen bis maximal +4°C flir optimale
Wachstumsbedingungen fir Bakterien der Gattung Pseudomonas [Gongalves etal., 2017,
Andreani et Fasolato, 2017]. Der Verderbnisprozess wird vorwiegend von gramnegativen,
psychrotrophen Stdbchenbakterien, wie Pseudomonaden, dominiert. Insbesondere die Spezies
P. fragi und P. fluorescens werden haufig in Hackfleisch nachgewiesen [Kramer, 2017]. Aber auch
P. lundensis zahlt zu einer gelegentlich aus Hackfleisch isolierten Spezies. [Raposo et al., 2017]. Der
Verderb von Hackfleisch durch Pseudomonaden duBert sich durch eine schmierige bis schleimige

Oberfliache sowie Geruchsabweichungen (ab héheren Keimgehalten von 107 KbE/g) [Krdmer, 2017].

Im Rahmen dieser Arbeit wurden zusammengefasst 64 Hackfleischproben auf die Anwesenheit von
(multi-)resistenten Pseudomonaden untersucht. Die Proben gliedern sich in 23 Proben
Rinderhackfleisch, 14 Mettproben (zum Rohverzehr), zwolf Proben gemischtes Hackfleisch (Rind/
Schwein), neun Proben Rindertatar (zum Rohverzehr), vier Proben gemischtes Hack (Rind/ Lamm)

sowie zwei Schweinehackfleischproben. Es handelte sich ausnahmslos um Planproben.

4.6.2 Sahne

Rechtlich gesehen wird Sahne laut Milcherzeugnisverordnung [MilchErzV] aus Milch durch das

Abscheiden von Magermilch oder Einstellung des Fettgehaltes auf mindestens 10 % (Kaffeesahne)
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bzw. mindestens 30% (Schlagsahne) gewonnen. Ublicherweise wird Sahne einer
Warmebehandlung unterzogen, bevor diese in den Verkauf gelangt. Zweck dieser Behandlung ist
es die Keimzahl zu reduzieren und etwaige (Ubertragbare Krankheitserreger abzutéten
[Kramer, 2017]. Zudem verlangert sich dadurch die Haltbarkeit der Produkte [Rimbach et al., 2015].

Es wird zwischen folgenden Arten der Warmebehandlung unterschieden:

Tab. 5: Arten der Warmebehandlung von Sahne (Eigene Darstellung; Anlehnung an Kramer, 2017).

Art der Warmebehandlung Beschreibung

Warmebehandelte Sahne: Haltbarkeit bis zu 21 Tage

1. Erhitzung >85 °C; einige Sekunden

2. Erhitzung 100 °C; 1 — 2 Sekunden

H-Sahne: Haltbarkeit bis zu acht Wochen

135 -150 °C; 1 — 3 Sekunden, anschlieRende

Ultrahocherhitzung (UHT) regenerative Abkiihlung

Sterilisierte Sahne: Haltbarkeit bis zu 1 Jahr

mind. 110 °C; 10 — 20 Minuten; anschliefende

Sterilisation . .
regenerative Abkihlung

Im Handel finden sich Gberwiegend zwei Varianten der Sahne: Zum einen die warmebehandelte
und zum anderen H-Sahne, welche einer Ultrahocherhitzung unterzogen wurde. Zudem kann Sahne

noch Stabilisatoren wie Carageen zugesetzt werden.

Pseudomonaden, die bisher haufig in Milch- und Milcherzeugnissen nachgewiesen werden konnten,
sind die Spezies: P. fluorescens, P.fragi, P.lundensis, P.gessardii und P. taetrolens.
[Quintieri et al., 2019]. Psychrotrophe Mikroorganismen, zu denen Pseudomonaden zdhlen,
gelangen Ublicherweise nach der Warmebehandlung als Kontamination wahrend der Abfiillung in
die Milcherzeugnisse. Dabei stellen sie zu Beginn nur einen kleinen Anteil der Flora im Produkt dar.
Mit andauernder Lagerung bei Kiihltemperaturen kénnen sich die Pseudomonaden jedoch zur
Hauptursache fiir den Verderb entwickeln [Dogan et Boor, 2003]. Auch aufgeschlagene Sahne aus
Sahneaufschlagmaschinen weist haufig einen hohen Keimgehalt an Pseudomonaden auf
[Verbraucherschutz Sachsen-Anhalt, 2016]. Dabei ist vielfach eine nicht ausreichende Reinigung
und Desinfektion der Gerate ursachlich. Erschwert wird die Reinigung zuséatzlich durch den

kleinteiligen Aufbau der Maschinen [Verbraucherschutz Sachsen-Anhalt, 2016; Hamburg, 2018].

Im Rahmen dieser Arbeit wurden insgesamt 22 bereits aufgeschlagene Sahneproben aus
unterschiedlichen Hamburger Eiscafés untersucht. Bei einer Probe handelte es sich um noch
flissige Sahne, ebenfalls aus einem Eiscafé. Eine aufgeschlagene Sahneprobe lasst sich zudem der

Kategorie Anlassproben (genauer: Verfolgsproben) zuordnen.

Seite 26



4. Material und Methoden

4.6.3 Lachs

Bei Lachsen handelt es sich um anadrome Fische, die in Salzwasser leben und sich nur zur Geburt
und zum Laichen im Rahmen der Fischwanderung in StiBwassergewassern aufhalten. In Europa ist
Ublicherweise der atlantische Lachs (Salmo salar) von Bedeutung [Asche et Bjorndal, 2011]. Die
Gattung Pseudomonas zahlt nicht nur zum Teil des normalen Mikrobioms von Lachs, sondern des
Weiteren zu den wichtigsten Verderbnisbakterien von Lachs bzw. Fisch im Allgemeinen
[Hatje et al., 2014; Xie et al., 2018]. An erster Stelle ist hier P. fluorescens zu nennen [Xie et al., 2018].
Aber auch P. fragi konnte schon nachweislich fiir den Verderb von Lachsfleisch verantwortlich
gemacht werden [Hatje et al., 2014]. Allerdings sind auch Spezies der Gattung Pseudomonas
bekannt, die als Fischpathogene auftreten. P. anguilliseptica ist so zum Beispiel die Ursache fiir die
so genannte ,red spot disease” in Lachsen [Wiklund et Bylund, 1990]. Der Verderb von Lachs
aufgrund von Pseudomonaden zeigt sich Uberwiegend durch die Entstehung fllchtiger
Verbindungen, wie Aldehyde, Ketone und Ester, welche als , off-flavour” wahrgenommen werden

kénnen [Franzetti et Scarpellini, 2007].

In der vorliegenden Arbeit wurden insgesamt 19 Lachsproben untersucht. Diese gliedern sich in elf
kaltgerdaucherte Lachs-, eine Graved Lachs- sowie eine Stremellachsprobe. Bei sechs untersuchten
rohen Lachsstiicken, welche aus unterschiedlichen Hamburger Restaurants stammten, lagen keine

Informationen zum Raucherungsprozess vor. Es handelte sich ausnahmslos um Planproben.

4.6.4 Weitere Fischarten

Die Gruppe ,weitere Fischarten” beinhaltet neben Fischen mit den Garnelen auch Krebstiere. Zur
Vereinfachung wird im Folgenden jedoch von , Fischarten” bzw. ,, weitere Fischproben” geschrieben.

Bei allen untersuchten Proben dieser Kategorie handelte es sich um Planproben.

4.6.4.1 Garnelen
Das Fleisch der zu den Langschwanzkrebsen gehérenden Garnelen ist aufgrund des hohen Gehalts
an freien Aminosauren und anderen niedermolekularen Stickstoffverbindungen besonders anfillig

fur den Verderb durch Pseudomonaden [Kramer, 2017; FIZ, 2021].

Es wurden in der vorliegenden Arbeit insgesamt zwei Garnelenproben untersucht: Die Garnelen

gehorten zu den Arten Pandalus borealis und Litopenaeus vannamei.

4.6.4.2 Thunfisch
Die Familie der Thunfische (Thunnus) kommt in allen Meeren der tropischen und gemaRigten
Breiten vor. Bekannte Arten sind der Gelbflossenthun (Thunnus albicans) und der Echte Bonito

(Katsuwonus pelamis). [FIZ, 2021a]. Auch bei Fleisch des Thunfisches steht die Problematik des
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hohen Gehaltes freier Aminosauren, die einen Verderb durch Pseudomonaden begiinstigen kénnen,

im Vordergrund [Kramer, 2017].

Im Rahmen dieser Arbeit wurden drei rohe Thunfischproben untersucht. Diese stammten aus
unterschiedlichen Sushi-Restaurants in Hamburg. Die Proben wurden als Stiickware ohne

Kennzeichnung zur Untersuchung gebracht, sodass keine Informationen zur Art vorliegen.

4.6.4.3 Forelle und Lachsforelle

In Deutschland beheimatet sind die zu den Salmoniden (lachsartigen Fischen) zdhlende
Regenbogenforelle (Oncorhynchus mykiss) und die Bachforelle (Salmo trutta). Die
Handelsbezeichnung fiir grolRe, rotfleischige Forellen mit einem Gewicht bis zu 1,5 kg ist

,Lachsforelle” [FIZ, 2021b].

Es wurden in der vorliegenden Arbeit zusammengefasst drei Forellen- und eine Lachsforellenprobe
untersucht. Alle Proben waren kaltgerdauchert. Es handelte sich bei den Forellenproben um
Oncorhynchus mykiss. In der Literatur wird der Nachweis von Pseudomonaden (insbesondere
P. fluorescens und P. putida) in der genannten Forellenart beschrieben [Sakai et al. 1989;
Altinok et al., 2006]. Die aufgefiihrten Spezies der Gattung Pseudomonas fungieren dabei u. a. als

Fischpathogene [Altinok et al., 2006].

4.6.4.4 Sprotten

Sprotten (Sprattus sprattus) sind als kleine in Schwarmen lebende Fische definiert [FAO, 2021]. Es
wurde in der vorliegenden Arbeit eine Sprottenprobe auf das Vorkommen (multi-)resistenter
Pseudomonaden untersucht. Es handelte sich um bereits verarbeitete und gerducherte Sprotten.
Auch fir gerducherten Fisch gibt es in der Literatur Berichte Uber den Nachweis von

(multi-)resistenten Pseudomonaden [Laniewska-Trokenheim et al., 2006].

4.6.5 pflanzliche Lebensmittel: GemUse und Krauter

Der Begriff Gemiise umfasst alle Pflanzenteile, welche frisch und nicht luftgetrocknet sind, sowie
ohne Entzug wesentlicher Bestandteile roh, gekocht, konserviert oder anderweitig zubereitet der
menschlichen Erndahrung dienen [Belitz, 2008]. Pseudomonaden sind vielfach fiir den Verderb von
Gemiuse verantwortlich. Dabei kann eine Kontamination mit diesen Bakterien wdhrend des
Wachstums, der Ernte oder der Verarbeitung erfolgen [Raposo et al., 2017]. Der Nachweis von
Pseudomonaden in Gemuse wurde in der Literatur unter anderem bereits fur Salatpflanzen und

Tomaten beschrieben [Kominos et al., 1972].

Seite 28



4. Material und Methoden

Zusammengefasst wurden in dieser Arbeit 20 Salat- und elf Tomatenproben untersucht. Bei den
Salatproben handelte es sich sowohl um einzelne Sorten als auch im Supermarkt erhiltliche fertige

Mischungen. Es handelte sich bei allen Proben um Planproben.

Gemal den Leitsatzen fiir Gewiirze und andere wiirzende Zutaten sind Krauter Pflanzenteile, die
wegen ihres Gehaltes an natiirlichen Inhaltsstoffen als geschmack- und/oder geruchgebende
Zutaten zu Lebensmitteln bestimmt sind. Krauter sind ferner als frische oder getrocknete Blatter,
Sprosse, Bliten oder Teile davon definiert. Im Folgenden sind die Definitionen der im Rahmen
dieser Dissertation auf die Anwesenheit (multi-)resistenter Pseudomonaden untersuchten

20 Krauter, bei denen es sich um Planproben handelte, aufgefihrt:

Basilikum sind die getrockneten, gerebelten Kelch- und Laubblatter, gelegentlich mit Bliten- und
Fruchtteilen von Ocimum basilicum aus der Familie der Lippenblitler [Leitsatze fiir Gewiirze]. Es

wurde eine Basilikumprobe im Rahmen dieser Arbeit untersucht.

Dillsaat sind die getrockneten Spaltfrichte von Anethum graveolens aus der Familie der
Doldengewachse. Bei Dillspitzen handelt es sich um getrocknete Laubblattspitzen

[Leitsatze fiir Gewiirze]. Es wurde eine Dillprobe untersucht.

Koriander bezeichnet die getrockneten, gelben bis braunen, runden Friichte von
Coriandrum sativum aus der Familie der Doldengewiachse [Leitsatze fiir Gewiirze]. Insgesamt

wurden zwei Korianderproben untersucht.

Kresse, auch Gartenkresse genannt, sind die essbaren Blatter, Bliiten und Sprossachsen von
Lepidium sativum aus der Familie der Kreuzblitler [Sharma et Agarwal, 2011]. Es wurde eine

Kresseprobe zur Untersuchung herangezogen.

Majoran sind die getrockneten, gerebelten Laubblatter und Blitenstiande von Origanum majorana

aus der Familie der Lippenbliitler [Leitsdtze fiir Gewiirze]. Eine Majoranprobe wurde untersucht.

Minze sind die frischen oder getrockneten Bladtter der Gattung Mentha aus der Familie der

Lippenblitler [Lawrence, 2006]. Eine Minzprobe wurde im Rahmen dieser Arbeit untersucht.

Oregano, auch wilder Majoran genannt, sind die getrockneten, meist gerebelten Laubblatter sowie
die Bliiten und obersten Sprossteile von Origanum vulgare aus der Familie der Lippenblitler

[Leitsatze fiir Gewiirze]. Es wurde eine Oreganoprobe untersucht.

Petersilie umfasst getrocknete, meist zerkleinerte Laubbldtter der glattblattrigen oder
krausblattrigen Form von Petroselinum crispum aus der Familie der Doldengewachse

[Leitsatze fiir Gewiirze]. Zusammengefasst wurden fiinf Petersilieproben untersucht.
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Rosmarin sind die wahrend und nach der Bliite geernteten, getrockneten Laubblatter von
Rosmarinus officinalis aus der Familie der Lippenblitler [Leitsatze fiir Gewiirze]. Zwei

Rosmarinproben wurden fiir die Untersuchungen herangezogen.

Schnittlauch  beschreibt die geschnittenen, auch getrockneten Laubblatter von
Allium schoenoprasum aus der Familie der Liliengewachse [Leitsatze fiir Gewiirze]. Insgesamt

wurden vier Schnittlauchproben untersucht.

Thymian sind die getrockneten, gerebelten Laubbldtter und Bliten von Thymus vulgaris und
Thymus zygis aus der Familie der Lippenblitler [Leitsatze fiir Gewiirze]. Es wurde eine

Thymianprobe untersucht.

4.6.6 weitere Lebensmittelgruppen

Ill

Fir die Warengruppe ,weitere diverse Lebensmittel” wurde sich fiir Desserts mit hohem
Sahneanteil, Rohmilchkase und (rohe) verarbeitete Fleischprodukte entschieden. Der Verderb von
Kase durch Pseudomonaden wurde bereits in der Vergangenheit beschrieben [Martin et al., 2011;
Hammad, 2015]. In einigen der verarbeiteten Fleischprodukte sowie den Desserts mit hohem
Sahneanteil wurden bei Untersuchungen im Institut fir Hygiene und Umwelt (Hamburg) bzw. der
Probenahme Auffalligkeiten (u. a. sensorische Abweichungen) festgestellt. Insgesamt wurden 16
Proben untersucht, von denen es sich bei sieben um Anlassproben (genauer: sechs
Verdachtsproben und eine Verfolgsprobe) handelte. Jedoch wurde hierbei nicht zwingend auf die

Anwesenheit (multi-)resistenter Pseudomonaden geprift, sodass diese Proben mit dem hier

beschriebenen Nachweis- und Zahlverfahren erneut untersucht wurden.

4.7 Bestimmung der minimalen Hemmbkonzentration

Die minimale Hemmkonzentration (MHK) beschreibt die Konzentration eines Antibiotikums bei der
das Wachstum eines bestimmten Testmikroorganismus als erstes gehemmt wird.
[Bébéar et Robertson, 1996]. Das Wachstum des Mikroorganismus im Rahmen der Bestimmung der
minimalen Hemmkonzentration wird dabei mit bloRem Auge als Tribung beurteilt
[Wiegand et al., 2008]. Im Rahmen dieser Arbeit wurden die minimalen Hemmkonzentrationen
mittels Mikrodilutionsverfahren in Mikrotitrationsplatten gemaR den Empfehlungen des Clinical
and Laboratory Standards Institute (CLSI) bestimmt [CLSI, 2013]. Hierfir wurde Zellmaterial des
jeweils zu testenden Mikroorganismus fiir 18 +2h bei 37°C in je 5ml mit Kationen
supplementierter Miiller-Hinton-Bouillon (CAMHB; Oxoid, Wesel) inkubiert. Bei einer Wellenlange
von 560 nm wurde dann am Photometer (GENESYS™ 10S UV-VIS-Spektrophotometer, Thermo
Fisher Scientific, MA, USA) durch Zugabe von CAMHB eine optische Dichte von ODsgonm= 0,1 + 0,02
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eingestellt. Dies entsprach einem Keimgehalt von 108 KbE/ml. Um den vorgegebenen
Bakteriengehalt von 5 - 10° KbE/ml Testbouillon zu erreichen, wurden zundchst 10 ul der
Bakteriensuspension in 990 ul CAMHB verdinnt. In der Mikrotiterplatte (Thermo-Fisher, Wesel)
wurde dann fiir das zu testende Antibiotikum pro Reihe eine serielle Verdiinnungsreihe erstellt, bei
welcher der Gehalt pro Kavitat seriell um den Faktor zwei verringert wurde. Dadurch konnte der
Bereich zwischen 0,25 und 256 mg Antibiotikum/ml abgedeckt werden. Die Inokulation erfolgte
durch Zugabe von je 50 pl Bakteriensuspension in jeder dieser mit ebenfalls 50 pl des Antibiotikums
befiillten Kavitdten. Zudem wurde fir jeden zu testenden Stamm eine Kavitdt nur mit 50 pl
Bakteriensuspension versetzt, um als Wachstumskontrolle zu fungieren. Im Anschluss erfolgte die
Inkubation der abgedeckten Mikrotitrationsplatte bei 37 °C fiir 18 h £ 2 h. Nach der Bebriitung
wurde die entsprechende minimale Hemmkonzentration fiir den jeweiligen Bakterienstamm

optisch anhand der Triibung abgelesen [CLSI, 2013].

Es wurden fir jeden Stamm der Stammsammlung und den eigens aus den untersuchten
Lebensmitteln nachgewiesenen Isolaten die MHKs fiir die Antibiotika Imipenem, Ciprofloxacin und
Netilmicin (alle Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Miinchen) bestimmt. Um die korrekte Durchfiihrung
des Verfahrens zu lberprifen, wurde zudem P. geruginosa ATCC 27853 als Teststamm bei jeder

Bestimmung mitgefiihrt.

4.8 Next Generation Sequencing (NGS)

Unter Nukleotidsequenzierung versteht man die Bestimmung der exakten Reihenfolge von
vorhandenen Nukleotiden in einem vorliegenden DNA bzw. RNA-Molekdl
[Grada et Weinbrecht, 2013]. Bereits 1977 publizierte Frederick Sanger eine Methode zur
Entschlisselung des Genoms von Mikroorganismen, die so genannte Sanger-Sequenzierung,
welche auf einem Kettenabbruch der DNA-Polymerisation basiert [Liu et al., 2012]. Diese Methode
galt jahrzehntelang als Goldstandard unter den Sequenzierungsmethoden [Vincent et al., 2017]. Im
Laufe der Zeit gelang es jedoch durch die rasante Weiterentwicklung dieser Ursprungsmethode
bereits Anfang des 21.Jahrhunderts im Rahmen des Human Genome Projects ein gesamtes
menschliches Genom zu entschliisseln [Moraes et Gées, 2016]. Die kommerzielle Veroffentlichung
einer Pyrosequenzierungsplattform im Jahr 2005 lautete dann ein neues Kapitel der Genomanalytik

ein: Das Next Generation Sequencing (NGS) [Voelkerding et al., 2009].

Heutzutage ist die Genomsequenzierung aus verschiedensten naturwissenschaftlichen Bereichen
nicht mehr wegzudenken: Mit Hilfe des NGS kdnnen so zum Beispiel komplette Genome oder auch
nur spezifische Bereiche individueller Gene sequenziert werden. Genutzt werden kann das NGS

daher unter anderem fir die Aufklarung von Ausbruchsgeschehen oder zur Auskunft Gber das
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Vorhandensein bestimmter Resistenzgene in verschiedenen Mikroorganismen
[Behjati et Tarpey, 2013]. Dabei zeichnen sich die neuen NGS-Methoden vor allem durch ihren
hohen moglichen Durchsatz an parallel sequenzierten Proben, der Geschwindigkeit, der
Genauigkeit der bestimmten Daten und ihrer vergleichsweise niedrigen Kosten pro analysierter

Base aus [Liu et al., 2012; Van Dijk et al., 2014].

Im Bereich des Next Generation Sequencing kann zwischen verschiedenen Anbietern und
unterschiedlichen Durchfiihrungen entschieden werden. Im Rahmen dieser Dissertation wurde

Gebrauch von den zwei folgenden Varianten gemacht:

4.8.1 PacBio®

Diese Art der Sequenzierung von PacBio® wird ,Single Molecule Real-Time Sequencing” (SMRT)
genannt und ist in die folgenden Schritte gegliedert: Nach Isolation, Aufreinigung und mechanischer
Fragmentierung der zu untersuchenden DNA, wird diese an jedem Ende mit speziellen
schlaufenférmigen Adaptern versehen. Dadurch, dass sich die DNA zu diesem Zeitpunkt noch in
Form eines Doppelstranges befindet, entsteht ein zirkuldares Templat, welches auch SMRTbell
genannt wird. Fur die Sequenzierung wird die SMRTbell in eine mit mehreren tiefen Kanalen
versehene Zelle gegeben, die SMRT Cell. In jeder dieser Vertiefungen, auch als Zero-Move-
Waveguides bezeichnet, befindet sich neben genau einem zirkularen DNA-Templat eine am Boden
immobilisierte  DNA-Polymerase, welche an den Adapter des DNA-Templates binden kann

[Rhoads et Au, 2015; PacBio, 2021].
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Abb. 6: Schematische Darstellung der Sequenzierung mittels ,SMRT“-Verfahrens nach PacBio®,
nach Ardui et al., 2018.

Durch Zugabe von markierten Nukleotiden kann die Replikation erfolgen. Jedes der vier Nukleotide
ist dabei mit einem unterschiedlichen Fluorophor markiert. Beim Einbau eines passenden
Nukleotids an die entsprechende Stelle des DNA-Strangs, wird ein flr das jeweilige Nukleotid
charakteristisches Lichtsignal emittiert, welches mit Hilfe einer Kamera aufgezeichnet werden kann.
Aufgrund der Tatsache, dass die Markierung am Phosphat des Nukleotids befestigt ist, werden die
folgenden Messungen nicht beeintrachtigt, da durch die Abspaltung des Pyrophosphats auch der
Fluoreszenzmarker entfernt wird. Der Einbau der jeweiligen Nukleotide erfolgt in allen Zero-Move-
Waveguides und wird parallel von einer Kamera aufgenommen. Dieser Prozess dhnelt einem
LFilm“ an Lichtimpulsen. Sofern die DNA-Polymerase stabil genug ist, kann zudem nach
erfolgreicher Sequenzierung des DNA-Fragments auch der schlaufenformige Adapter sequenziert
werden. Durch die zirkuldre Form des vorliegenden DNA-Templats kommt es dann zu einer
erneuten, zweiten Sequenzierung. Dies bietet den Vorteil, dass mehrere Runden derselben DNA

analysiert werden kdnnen [Rhoads et Au, 2015; PacBio, 2021].
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4.8.2 lllumina MiSeq®

Bei dieser Variante wird fiir die Sequenzierung des gesamten Genoms (auch Whole Genome
Sequencing oder WGS) auf das so genannte ,Sequence by Synthesis” zuriickgegriffen. Dabei
werden nach Isolation, Aufreinigung und mechanischer Fragmentierung der DNA an jedem Ende
eines DNA-Fragments spezifische Adapter gebunden. Im zweiten Schritt, auch Briicken-PCR
genannt, werden die vorbereiteten DNA-Fragmente auf die FlieRzelle gebracht. Letztere ist eine
kleine aus Glas bestehende Platte, die mehrere schmale, vertiefte Spuren aufweist

[Hlumina, 2010; lllumina 2021].
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Abb. 7: Schematische Darstellung des Verfahrens ,,Sequence by Synthesis” nach lllumina®,
Illumina, 2017.

Am Boden jeder dieser Spuren befindet sich ein Rasen aus zwei Arten von Oligonukleotidstrangen:

Die Primer. Wenn nun ein mit Adaptern prapariertes DNA-Fragment auf einen komplementaren
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Primer trifft, kommt es zu einer Bindung. Dieser Vorgang erfolgt rein zufillig. Die ebenfalls in der
FlieRzelle vorhandene DNA-Polymerase beginnt dann damit einen Komplementarstrang des
hybridisierten Fragments zu erstellen. Nach erfolgreicher Fertigstellung dieses Prozesses erfolgt
eine Denaturierung dieses Doppelstrangs und der Originalstrang wird in einem Waschschritt
entfernt. Die nun folgende Briickensynthese wird durch das Umklappen des verlangerten DNA-
Strangs und Bindung an die zweite Art des komplementdren Primers am Boden der FlieRzelle
erreicht. Auch in diesem Schritt wird durch den Einsatz von DNA-Polymerasen und Nukleotiden die
Synthese eines komplementdaren DNA-Doppelstranges, diesmal in Form einer Briicke, bewirkt.
Durch eine sich daran anschlieRende erneute Denaturierung entstehen zwei verlangerte DNA-
Strange, welche beide jeweils an einer der Primervarianten auf der FlieRzelloberflaiche gebunden
sind. Durch mehrfache, simultane Wiederholung dieser Schritte kommt es zu einer millionenfachen
Amplifizierung der hinzugegebenen DNA-Fragmente. Ist dieser Ablauf erfolgreich beendet, wird
erneut ein Waschschritt durchgefiihrt, sodass nur die Vorwartsstrange der amplifizierten DNA
verbleiben. Diese sind aufgrund der Briickensynthese in mehreren Millionen Gruppen, den Clustern,
an der FlieRzelloberflache angeordnet. Jedes dieser Cluster besteht wiederum aus einer Vielzahl an
DNA-Strangen. Der nun folgende dritte Schritt umfasst die eigentliche Sequenzierung: Hierzu
werden Primer, die DNA-Polymerase und vier fluoreszenzmarkierte Nukleotide hinzugegeben. An
die entsprechende Stelle des DNA-Stranges wird das jeweils passende Nukleotid eingebaut. Dabei
wird ein flir das jeweilige Nukleotid charakteristisches Lichtsignal ausgesandt, welches
aufgezeichnet wird und anhand dessen eine genaue Reihenfolge des neu entstehenden DNA-
Strangs (und somit auch dem vorliegenden Komplementarstrang) bestimmt werden kann. Anhand
der Intensitat des ausgesandten Lichtsignals kann zudem nachgewiesen werden wie haufig ein
bestimmtes Nukleotid hintereinander eingebaut wurde. Das Einbauen des jeweils passenden
Nukleotids mit anschlieBendem Aussenden des charakteristischen Lichtsignals erfolgt schrittweise
wahrend der Synthese des DNA-Doppelstranges, weshalb diese Variante der Sequenzierung auch
»Sequence by Synthesis” genannt wird. Mit Hilfe eines Enzyms wird das Fluoreszenz-Label
abgespalten und der Ablauf erfolgt von neuem bis der gesamte DNA-Doppelstrang synthetisiert ist.

Die Auswertung erfolgt dann unter Zuhilfenahme einer Software [lllumina, 2010; lllumina 2021].

4.8.3 DNA-Isolation

Fir die Isolation der DNA zur Analyse der gewonnenen Pseudomonaden wurde das “MasterPure™
Gram Positive Purification Kit“ der Firma Lucigen (Biozym, Hess. Oldendorf) verwendet und fir die
Analytik der eigenen Isolate stellenweise, wie im folgenden Abschnitt beschrieben, modifiziert.
Diese Aufarbeitung wurde sowohl fiir die Sequenzierung der Isolate mittels der Gerate der Firma

PacBio® als auch das MiSeq® der Firma Illumina® verwendet.
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Von dem zu sequenzierenden Isolat wurde reichlich Zellmaterial in TSB (Oxoid, Wesel) tiberfihrt
und Uber Nacht bei 37 °C bebritet. Nach der Inkubation wurde 1 ml der Vorkultur zentrifugiert
(10.000 x g, 3 min, 4 °C) und nach Abnahme des Uberstandes mit 150 ul TE-Puffer versetzt. Diese
Bakteriensuspension wurde mehrfach kraftig auf  dem Reagenzglas-Schittler
(VWR International GmbH, Darmstadt) gemischt, bevor die Zugabe von 1 pl Ready-Lyse-Lysozyme
(Biozym, Hess. Oldendorf) erfolgte. Im Anschluss wurde dieser Ansatz bei 37 °C fiir 90 Minuten
inkubiert. Nach Ablauf der Inkubationszeit wurde der Ansatz mit 150 pl einer Mischung, bestehend
aus 1l Proteinase K (Biozym, Hess. Oldendorf) und 150 ul Gram Positive Lysis Solution
(Biozym, Hess. Oldendorf), versetzt und die einzelnen Komponenten durch mehrfaches, schnelles
Kippen des geschlossenen ReaktionsgefalRes homogen vermischt. Als nachster Schritt erfolgte die
Bakterienlyse, welche fir 15 Minuten bei 70 °C durchgefiihrt wurde. Hierbei wurde der Ansatz alle
finf Minuten auf dem Reagenzglas-Schiittler kurz geschiittelt. Danach wurde das ReaktionsgefaR

fir 15 Minuten auf 37 °C heruntergekihlt bevor dieses fiir fliinf Minuten in Eis gestellt wurde.

Zum lysierten Probenansatz wurden 175ul des MPC Protein Precipitation Reagent
(Biozym, Hess. Oldendorf) gegeben und fir 10 Sekunden kraftig auf dem Reagenzglas-Schittler
vermengt. Der dabei ausgefallene Niederschlag wurde durch Zentrifugation (10.000 x g;
10 Minuten; 4 °C) zu einem Pellet geformt und der so entstandene DNA-haltige Uberstand in ein
neues Reaktionsgefdll Gberfiihrt. Nach Zugabe von 1 pl RNAse (Biozym, Hess. Oldendorf) zum
Uberstand und der Inkubation des Ansatzes bei 37 °C fiir 60 Minuten, erfolgte die Zugabe von 500
-15 °C kaltem 2-Propanol (Merck KGaA, Darmstadt). Durch ca. 40-faches, schnelles gegenseitiges
Kippen des ReaktionsgefalRes wurde die DNA ausgefallt. Um die ausgeféllte DNA vom verbliebenen
Uberstand zu trennen, erfolgte eine erneute Zentrifugation (>10.000 x g; 10 Minuten; 4 °C). Nach
Entfernen des 2-Propanols wurde das DNA-Pellet mit 70 % Ethanol (Merck KGaA, Darmstadt)
gesplilt. Dieser wies ebenfalls eine Temperatur von -15 °C auf. AbschlieRend wurde die DNA in 35 pl

sterilem bidestilliertem Wasser geldst und bis zur weiteren Verwendung bei 4 °C gelagert.

4.9 Sequenzierung der eigenen Isolate

Ein Teil der im Rahmen dieser Dissertation gewonnen Isolate aus den untersuchten Lebensmitteln
wurde sequenziert. Dies umfasste ausschlieRlich die Stimme der Spezies P. aeruginosa und ein
Isolat der Spezies P. putida. Dabei wurden insgesamt zehn P. aeruginosa-lsolate in Kooperation mit
dem Forschungszentrum Borstel (Schleswig-Holstein) am Geréat der Firma PacBio® sequenziert. Die
weiteren 24 P. aeruginosa-lsolate wurden im Institut fiir Hygiene und Umwelt (Hamburg) mit Hilfe
des Illumina MiSeq® analysiert. Die Ergebnisse aller Sequenzierungen sind in den Abschnitten 5.5

und 5.6 sowie in Anhang 9.10 aufgefihrt.
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4.10 MLST

Die Abkirzung MLST steht fir Multi Locus Sequence Typing und beschreibt eine Methode zur
Typisierung von Bakterien [Johnson et al., 2007]. Diese beruht dabei auf der Analyse von internen
Nukleotidsequenzen in mehreren so genannten Haushaltsgenen, die charakteristisch fiir die jeweils
zu untersuchenden Bakterien sind. Dadurch ist es moglich anhand der bei der Analyse
entstehenden eindeutigen Allelmuster, denen eine zufillige ganze Zahl zugewiesen wird und durch
Kombinationen von Allelen an jedem Ort den so genannten Sequenztypen (engl.: Sequence
Type, ST) zu erstellen. Anhand des Sequenztypen kann zudem ein Vergleich mit weiteren zu
analysierenden Stammen durchgefiihrt werden [Sullivan et al.,2005; Larsen et al., 2012]. Die
Ergebnisse des MLST kénnen beispielsweise genutzt werden, um etwaige Ausbruchsgeschehen
aufzudecken oder klonale Verwandtschaftsverhadltnisse zwischen einzelnen Isolaten zu definieren
[Maiden et al., 2013]. Auch ein Vergleich der eigenen Daten mit weiteren Isolaten derselben Spezies
anhand von Datenbanken ist moglich [PubMLST, 2022]. Neben der Variante eine Amplifikation der
DNA mittels PCR und anschlieBender Sanger-Sequenzierung fiir das MLST durchzufiihren, ist es
zudem moglich diese Daten durch die Durchfiihrung einer Sequenzierung mittels Next Generation

Sequencing zu gewinnen [Larsen et al., 2012].

4.11 Verwendete Nahrmedien

Die verwendeten Nahrmedien sind in Anhang 9.3 aufgefiihrt.

4.12 Pseudomonaden-Stammsammlung

Fiir diese Arbeit stand eine aus 26 Stimmen bestehende Pseudomonaden-Stammsammlung zur
Verfligung, die sowohl aus Referenzstdmmen, Patientenisolaten als auch Isolaten aus
Lebensmitteln bestand. Insgesamt beinhaltete diese Sammlung die Spezies P. aeruginosa,
P. fluorescens, P. putida, P. fulva und P. guariconensis. Diese Stamme wurden allesamt fiir die
Bestimmungen der MHKs miteinbezogen und charakterisiert. Zudem wurden die Stamme
P. aeruginosa ATCC 27853, P. fluorescens ATCC 13525 und P. putida LMG 2257 fir die Validierung
des eigenen kulturellen Nachweis- und Zahlverfahrens verwendet. Die Stammsammlung ist in

Tab. 31 in Anhang 9.5 aufgelistet.

4.13 Zielsetzung der Arbeit

Die vorliegende Arbeit hat zum Ziel neue Erkenntnisse zum Vorkommen (multi-)resistenter
Pseudomonaden in Lebensmitteln zu gewinnen. Daflir wird ein kulturelles Nachweis- und
Zahlverfahren flr explizit (multi-)resistente Pseudomonaden entwickelt und validiert. Der

Anwendungsbereich ist horizontal und somit auf jegliche Lebensmittelmatrices libertragbar. Im
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Fokus der hier beschriebenen Untersuchungen stehen Giberwiegend roh verzehrbare Lebensmittel
aus den Warengruppen Hackfleisch, Fisch, Sahne und pflanzliche Lebensmittel, da fiir diese in der
Literatur das Vorkommen von Pseudomonaden beschrieben wird und sie durch die Tatsache, dass
ein Rohverzehr stattfinden kann, eventuelle Risiken fiir den Verbraucher beherbergen kdénnen
[Begum, 1985; Raposo et al., 2017]. Die mittels des hier beschriebenen Verfahrens gewonnen
Bakterien der Gattung Pseudomonas sowie einige Isolate aus anderen Sammlungen sollen
anschlieRend hinsichtlich ihrer Resistenzeigenschaften charakterisiert werden. Hierzu werden die
minimalen Hemmkonzentrationen der Antibiotika Imipenem, Ciprofloxacin und Netilmicin,
stellvertretend fiir die Antibiotikagruppen Carbapeneme, Fluorchinolone und Aminoglykoside
bestimmt. Des Weiteren wird basierend auf diesen Ergebnissen eine Auswahl von diesen, aus den
Lebensmitteln isolierten Stammen, welche Resistenzen gegeniiber Imipenem, Ciprofloxacin
und/oder Netilmicin zeigen, mittels Next Generation Sequencing untersucht, unter anderem, um
mehr Uber die vorhandenen Resistenzgene und die Phylogenetik der Stimme zu erfahren. Zudem
soll das Next Generation Sequencing fir weitere Informationen bezlglich des Vorkommens von

Plasmiden und Antisepktikaresistenzen genutzt werden.
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5. Ergebnisse

5.1 Entwicklung und Validierung eines kulturellen Nachweis- und

Zahlverfahrens fur (multi-)resistente Pseudomonaden

Ausgehend von der DIN EN ISO 13720:2010-12 fir die Quantifizierung von prasumtiven
Pseudomonaden in Fleisch und Fleischerzeugnissen, wurde der CFC-Agar fiir das hier beschriebene
kulturelle Nachweis- und Zahlverfahren gewahlt. Um zu erreichen, dass nur (multi-)resistente
Pseudomonaden wachsen, wurden die Antibiotika Imipenem (ein Carbapenem), Ciprofloxacin (zur
Gruppe der Fluorchinolone zahlend) und Netilmicin (ein Aminoglykosid) zum Agar gegeben. Es
wurden die genannten Antibiotika genutzt, da in der Literatur vielfach Resistenzen der
Pseudomonaden gegeniber diese drei Antibiotika bzw. -gruppen beschrieben werden
[Troillet, 1997; Chaudhry, 1999; Poole, 2005]. Beziglich der im Agar eingestellten
Antibiotikakonzentrationen, wurde sich an den von der European Committee on Antimicrobial
Susceptibility Testing (EUCAST) fir die Spezies P. aeruginosa veroffentlichten Epidemiological cut-
off values (ECOFFs) orientiert. Letztere werden auf Basis der normalen Verteilung der MHKs einer
bestimmten Bakterienart definiert. Innerhalb dieser Verteilung werden die Isolate als Wildtyp
angesehen. Der ECOFF bezeichnet die héchste MHK innerhalb dieser Verteilung. Bei Isolaten, deren
minimalen Hemmkonzentrationen oberhalb des ECOFFs liegen, wird von einer Resistenz
gesprochen [Sjolund et al.,, 2009; Morrissey et al., 2014]. Fir die im Rahmen dieser Arbeit
verwendeten Antibiotika ergaben sich folgende Gehalte: 4 mg Imipenem/I, 0,5 mg Ciprofloxacin/I

und 4 mg Netilmicin/I [EUCAST, 2022].

Das zu validierende Verfahren umfasst zudem einen Anreicherungsschritt in TSB. Um mogliche
Begleitflora der Pseudomonaden aus den Lebensmitteln weitestgehend ausschlieBen zu kdnnen,
wurde dem Anreicherungsmedium mit den Lebensmitteln in TSB das Antibiotikum Cefpodoxim in
der finalen Konzentration von 8 mg/| hinzugegeben. Cefpodoxim weist eine gute Wirksamkeit
gegenlber grampositiven Bakterien, wie Enterokokken, Staphylococcus aureus und
Enterobacteriaceae auf. Die meisten Pseudomonaden sind jedoch bereits intrinsisch resistent,
sodass deren Wachstum durch den Einsatz von Cefpodoxim nicht beeinflusst wird
[Knothe et al., 1991]. Neben der Verringerung des Wachstums der Begleitflora bot diese
Vorgehensweise auch den Vorteil einer ersten Selektion der in den Lebensmitteln enthaltenen

Pseudomonaden in Richtung resistenter Stamme.

Da das neu entwickelte Verfahren nicht nur fir die Lebensmittelgruppe Fleisch und

Fleischerzeugnisse genutzt werden soll, wurden ausgehend von den Vorgaben der
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DIN EN ISO 16140-2:2016-11 auch weitere Warengruppen fir die Validierung herangezogen:
Neben Fleisch auch Fisch, pflanzliche Lebensmittel, Milchprodukte und Fertigprodukte.
Stellvertretend fiir die aufgefiihrten Kategorien wurden Hackfleisch, Lachs, Tomaten, H-Sahne und
Fertigsuppe gewdhlt und fir die entsprechenden Validierungen eingesetzt. Die
Inkubationsbedingungen  wurden mit 25°C fiar 48hz4h im Vergleich zur
DIN EN I1SO 13720:2010-12 nicht verandert, sondern Ubernommen. Im Folgenden sind die

Ergebnisse der Validierung fiir die einzelnen Parameter aufgefiihrt.

5.1.1 Anwendungsbereich

Das neue kulturelle Nachweis- und Zdhlverfahren fir (multi-)resistente Pseudomonaden soll einen
horizontalen Anwendungsbereich umfassen, daher wurden gemaR DIN EN ISO 16140-2:2016-11
finf Lebensmittelkategorien fiir die Validierung verwendet. Diese sind je nach spezifischem
Anwendungsbereich frei wahlbar. Unter anderem gliedern sich diese in die Kategorien ,rohes
Fleisch und kiichenfertige Fleischprodukte®, ,warmebehandelte Milch- und Milchprodukte”,
,verzehrfertige, aufwarmfertige Fischprodukte®, ,frisches Gemiise und Obst“ sowie , Lebensmittel
aus mehreren Bestandteilen oder Zutaten flir eine Mahlzeit”. Es wurden die genannten Kategorien
gewadhlt, da die Lebensmittel in diesen Gruppen teilweise roh verzehrt werden (Tomate, Lachs
sowie bestimmte Varianten Hackfleisch) und somit eine hohe Anfalligkeit fir die Aufnahme von
(multi-)resistenten Pseudomonaden durch ihren Verzehr bieten. In der Literatur werden zusatzlich
haufig Nachweise von Pseudomonaden in diesen Lebensmitteln beschrieben [Raposo et al., 2017].
Des Weiteren wird mit den ausgesuchten Lebensmittelkategorien eine groRe Bandbreite abgedeckt.
Dies ist aufgrund der Tatsache, dass das Verfahren einen horizontalen Anwendungsbereich
umfassen soll, notwendig. Fir jede der ausgewdahlten Kategorien ist ein Lebensmittel auszusuchen.
Fir die Validierung des hier beschriebenen Verfahrens wurden stellvertretend fiir die genannten
Kategorien folgende Lebensmittel genutzt: gemischtes Hackfleisch, H-Sahne, gerdaucherter Lachs,
Tomaten und Fertigsuppe. Es wurde darauf geachtet fiir die Validierung Lebensmittelproben zu
wahlen, die keine prasumtiv resistenten Pseudomonaden enthalten. Dies wurde in Vorversuchen
Uberprift. Fir die Validierung wurden die verwendeten Lebensmittel folglich kiinstlich mit
verschiedenen Pseudomonas-Stammen in jeweils drei unterschiedlichen Keimgehalten beimpft.
Dabei wurde entsprechend der Norm darauf geachtet, dass je ein niedriger, mittlerer und hoher
Keimgehalt verwendet wurde [DINEN ISO 16140-2:2016-11]. Dies entsprach einem
Keimgehaltsbereich von 102 KbE/ml bis 10* KbE/ml. Zudem wurde stets ein Blindwert mitgefiihrt,
der bestatigte, dass die in Tab. 6 verwendeten Lebensmittel natlrlicherweise keine prasumtiv
resistenten Pseudomonaden enthielten. Die in den genutzten Lebensmitteln vorhandene

Begleitflora entsprach zudem den Vorgaben der DIN EN ISO 16140-2:2016-11, da sowohl Proben
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mit einem hohen Anteil an Begleitflora (Hackfleisch) als auch niedrige Gehalte (H-Sahne,
Fertigsuppe) inkludiert wurden. Des Weiteren wurden mit den Tomaten rohe, unverarbeitete
Lebensmittel gewahlt. Im Gegensatz dazu steht die Fertigsuppe mit einem hohen Grad an
Verarbeitung der dort enthaltenen einzelnen Zutaten, sodass auch unterschiedliche Arten der

Verarbeitung der Lebensmittel mit einbezogen werden konnten.

Die Stamme, mit denen die verschiedenen Lebensmittel klinstlich kontaminiert wurden, wurden
anhand mehrerer Kriterien frei ausgewahlt: P. aeruginosa ATCC 27853 als haufig verwendeter
Referenzstamm und aufgrund seiner klinischen Relevanz, P. fluorescens ATCC 13525 als bereits
bekannter Lebensmittelverderber und P. putida LMG 2257 als moglicher Lebensmittelverderber
[CLSI, 2013; Andreani et Fasolato, 2017]. Zudem sind die ausgewahlten Stdmme resistent
gegeniber den Antibiotika Imipenem, Netilmicin und (mit Ausnahme von LMG 2257) Ciprofloxacin

(siehe Tab. 34, Anhang 9.8).

Fiir den Vergleich mit dem Verfahren nach DIN EN ISO 13720:2010-12 und der spateren
Berechnung der Parameter Spezifitdt und Sensitivitdit mittels Vierfeldertest (siehe Tab. 3,
Abschnitt 4.2), wurde eine Verfahrensvergleichsuntersuchung durchgefiihrt. Dabei wurde fir die
Durchfiihrung der Untersuchungen nach DIN EN ISO 13720:2010-12 keine Voranreicherung in TSB
mit Cefpodoxim durchgefiihrt. Zudem wurde hier nur der CFC-Agar ohne zusatzliche Antibiotika

verwendet. Tab. 6 gibt Aufschluss liber diese Ergebnisse.
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Tab. 6: Ergebnisse des Vergleichs des Verfahrens nach DIN EN I1SO 13720:2010-12 und der zu validierenden Methode.

Matrix gemischtes H-Sahne Suppe ger. Lachs Tomate
Hackfleisch
P. aeruginosa ATCC 27853
Zugegebener Keimgehalt P. aeruginosa 102 | 10%® | 10* | 10® | 10® | 10* | 10%> | 10%® | 10* | 10> | 10® | 10* | 10% | 10°® | 10%
ATCC 27853 in KbE/ml
DIN EN 1SO 13720:2010-12 + + + + + + + + + + + + + + +
CFC-Agar mit 4 mg Imipenem /I + + + + + + + + + + + + + + +
CFC-Agar mit 0,5 mg Ciprofloxacin/I + + + + + + + + + + + + + + +
CFC-Agar mit 4 mg Netilmicin/I + + + + + + + + + + + + + + +
P. fluorescens ATCC 13525
Zugegebener Keimgehalt P. fluorescens 10> | 10 | 10* | 10> | 10°® | 10* | 10> | 10%® | 10* | 10%> | 10%® | 10* | 10% | 10%® | 10%
ATCC 13525 in KbE/ml
DIN EN 1SO 13720:2010-12 + + + + + + + + + + + + + + +
CFC-Agar mit 4 mg Imipenem/| + + + + + + + + + + + + + + +
CFC-Agar mit 0,5 mg Ciprofloxacin/I + + + + + + + + + + + + + + +
CFC-Agar mit 4 mg Netilmicin/I + + + + + + + + + + + + + + +
P. putida LMG 2257
Zugegebener Keimgehalt P. putida 102 | 10® | 10* | 10%> | 10® | 10* | 10%> | 10® | 10* | 10% | 10° | 10* | 10%* | 10%® | 10%
LMG 2257 in KbE/ml

DIN EN 1SO 13720:2010-12 + + + + + + + + + + + + + + +
CFC-Agar mit 4 mg Imipenem/| + + + + + + + + + + + + + + +
CFC-Agar mit 0,5 mg Ciprofloxacin/I - - - - = = = - - - - - - - i
CFC-Agar mit 4 mg Netilmicin/I + + + + + + + + + + + + + + +

Legende zu Tab. 6 auf der Folgeseite.
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Dabei entspricht:
+ = positiver Nachweis des aufgefiihrten zugegebenen Pseudomonas-Stamms

- = negativer Nachweis des aufgefiihrten zugegebenen Pseudomonas-Stamms

Fiir die Verfahrensvergleichsuntersuchung der DIN EN ISO 13720:2010-12 mit dem hier
vorgestellten kulturellen Nachweis- und Zahlverfahren konnten fiir P. aeruginosa ATCC 27853
sowie P. fluorescens ATCC 13525 fiir die Lebensmittelmatrices gemischtes Hackfleisch, H-Sahne,
Fertigsuppe, gerducherter Lachs und Tomate keine Unterschiede festgestellt werden. Es war
moglich, auf jedem der verwendeten Nahrboden die jeweils zugegebenen Stamme nachzuweisen.
Fiir den Vergleich der Verfahren mit P. putida LMG 2257, konnte kein Nachweis auf dem
Ndhrmedium CFC-Agar mit 0,5 mg Ciprofloxacin/l beobachtet werden. Dies liegt in der Tatsache
begriindet, dass P. putida LMG 2257 gegeniiber Ciprofloxacin sensibel ist und daher in Anwesenheit

dieses Antibiotikums in dem vorliegenden Gehalt von 0,5 mg/| kein Wachstum erfolgen kann.

5.1.2 Bestimmung der Inklusivitat

Ausgehend von der DIN EN ISO 16140-3:2021-06 wurde die Bestimmung der Inklusivitat fir den
jeweils nachzuweisenden Zielkeim aus der Gattung Pseudomonas durchgefiihrt. Da im Rahmen
dieses Verfahrens nicht nur eine bestimmte Spezies der Gattung Pseudomonas, sondern moglichst
alle (multi-)resistenten Pseudomonaden erfasst werden sollten, wurden fir die Bestimmung
mehrere Spezies herangezogen. Hierzu wurden Vorkulturen in TSB (Oxoid, Wesel; Bebritung bei
37 °C fir 18 h £ 2 h) angesetzt und im Anschluss eine serielle dekadische Verdiinnungsreihe in
maximaler Wiederbelebungslésung bis Verdiinnungsstufe 107 erstellt. Um zu zeigen, dass auch
niedrige Keimgehalte von Pseudomonas mit dem eigenen Verfahren nachgewiesen werden kénnen,
wurden je zweimal 0,5 ml der Verdiinnungsstufen 107, 10 und 107 auf die vier verschiedenen
N&dhrboden (CFC-Agar, CFC-Agar mit 4 mg Imipenem/I, CFC-Agar mit 0,5 mg Ciprofloxacin/| und
CFC-Agar mit 4 mg Netilmicin/l) ausplattiert und bei 25°C fiir 44h * 4h bebritet. Als
Referenzmedium wurde TSA gewdhlt und mit diesem, wie bereits fiir die anderen Nahrbéden
beschrieben, verfahren. Es wurden keine Lebensmittelproben fir die Bestimmung der Inklusivitat

verwendet. Die Ergebnisse sind im Folgenden dargestellt.
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Tab. 7: Inklusivitat des Zahlverfahrens prasumtiv resistenter Pseudomonaden.

Nahrmedium

Erwartetes Ergebnis

Tatsdchliches Ergebnis

P. aeruginosa ATCC 27853

Zugegebene 10° 10°® 107 10° 10 107
Verdiinnungsstufe
CFC-Agar Wachstum Wachstum
CFC-Agar mit 4 mg Wachstum Wachstum
Imipenem/I
CFC-Agar mit
0,5 mg Wachstum Wachstum
Ciprofloxacin/I
CFC-Aggr m|t 4 mg Wachstum Wachstum
Netilmicin/I
TSA Wachstum Wachstum
P. fluorescens ATCC 13525
Zugegebene 10° 10° 107 10° 10°® 107
Verdiinnungsstufe
CFC-Agar Wachstum Wachstum
FC- .
CFe Agar mit 4 mg Wachstum Wachstum
Imipenem/I
CFC-Agar mit
0,5 mg Wachstum Wachstum
Ciprofloxacin/I
FC-A it 4
CFe gér m|t me Wachstum Wachstum
Netilmicin/I
TSA Wachstum Wachstum
P. putida LMG 2257
Zugegebene 10° 10° 107 10° 10° 107
Verdiinnungsstufe
CFC-Agar Wachstum Wachstum
FC-A it 4
CFe gar mit 4 mg Wachstum Wachstum
Imipenem/I
CFC-Agar mit
0,5 mg Kein Wachstum Kein Wachstum

Ciprofloxacin/I

CFC-Agar mit4 mg
Netilmicin/I

Wachstum

Wachstum

TSA

Wachstum

Wachstum
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Nahrmedium Erwartetes Ergebnis Tatsdchliches Ergebnis

P. fulva S007.A

Zugegebene 10° 10 107 10° 10° 107
Verdiinnungsstufe
CFC-Agar Wachstum Wachstum
CFC-Agar mit 4 mg Wachstum Wachstum
Imipenem/I
CFC-Agar mit
0,5 mg Wachstum Wachstum
Ciprofloxacin/I
CFC-Aggr m|t 4 mg Wachstum Wachstum
Netilmicin/I
TSA Wachstum Wachstum
P. fragi H060.A
Zugegebene 10° 10° 107 10° 10°® 107
Verdiinnungsstufe
CFC-Agar Wachstum Wachstum
CFC-Agar mit 4 mg Wachstum Wachstum
Imipenem/I
CFC-Agar mit
0,5mg Kein Wachstum Kein Wachstum
Ciprofloxacin/I
CFC-Agér m|t 4 mg Wachstum Wachstum
Netilmicin/I
TSA Wachstum Wachstum

Wie in Tab. 7 zu erkennen ist, konnten die ausgewahlten Stamme der getesteten Spezies in allen
Verdiinnungsstufen ohne Hemmung gezahlt werden. Lediglich P. putida LMG 2257 sowie P. fragi
HO060.A konnten nicht auf CFC-Agar mit 0,5 mg Ciprofloxacin/l nachgewiesen werden. Dies war
jedoch zu erwarten, da diese Stimme gegeniber Ciprofloxacin sensibel sind (siehe Tab. 34,
Anhang 9.8). Es konnte zusammengefasst gezeigt werden, dass das hier beschriebene Nachweis-

und Zahlverfahren fir verschiedene Spezies (multi-)resistenter Pseudomonaden geeignet ist.
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5.1.3 Bestimmung der Exklusivitat

Die Bestimmung der Exklusivitait des zu validierenden Verfahrens wurde ausgehend von
DIN EN I1SO 16140-3:2021-06 durchgefiihrt. Hierzu wurde eine Stammsammlung verschiedener
grampositiver und gramnegativer Bakterien sowie Hefen und Schimmelpilze herangezogen. Dabei
wurden auch insbesondere solche Mikroorganismen fiir die Bestimmung gewahlt, die als evtl.
storende Begleitflora der Zielkeime in den zu testenden Lebensmitteln vorkommen kdnnen.
Insgesamt wurden 22 Stdmme, welche in Tab. 8 aufgefihrt sind, getestet. Flr die zu testenden
Mikroorganismen wurden Vorkulturen erstellt: Grampositive sowie gramnegative Bakterien (mit
Ausnahme von Campylobacter jejuni) wurden in TSB (Oxoid, Wesel) Gberimpft und bei 37 °C fur
18 h +2 h bebritet. Fir Hefen und Schimmelpilze wurde Sabouraud-Bouillon (eigene Herstellung)
gewahlt. Die Bebritung erfolgte bei 25 °C flir 44 h+4 h. Die Bolton-Bouillon (Oxoid, Wesel) mit
anschlieRender mikroaerophiler Bebritung bei 37 °C fir 18 h £2 h wurde fir die Campylobacter-
Vorkultur genutzt. Ausgehend von jeder so erstellten Vorkultur wurde eine serielle dekadische
Verdiinnungsreihe in physiologischer Kochsalzlésung angefertigt. Von der Verdiinnungsstufe 10°
wurden je zweimal 0,5 ml auf die vier verschiedenen Ndhrboden (CFC-Agar, CFC-Agar mit 4 mg
Imipenem/|, CFC-Agar mit 0,5 mg Ciprofloxacin/l und CFC-Agar mit 4 mg Netilmicin/I) ausplattiert.
Es wurde die Verdiinnungsstufe 10° als Verdiinnung représentativ fur eine hohe Keimbelastung
gewahlt. Als Referenzmedium wurde TSA genutzt und mit diesem, wie bereits fiir die anderen
Ndhrboden beschrieben, verfahren. Lebensmittelproben wurden fir die Bestimmung der
Exklusivitat nicht verwendet. Es wird der Mittelwert der Koloniezahlen aus zwei Untersuchungen

der ausgewerteten Platten angegeben. Die Ergebnisse sind in Tab. 8 aufgefiihrt.

Tab. 8: Exklusivitdt des Zdhlverfahrens prasumtiv resistenter Pseudomonaden.

Mikroorganismus Erwartetes Ergebnis des zu verifizierenden
Typisierungsergebnis Typisierungsverfahrens

CFC | CFC- | CFC- | CFC- | TSA | CFC | CFC- | CFC- | CFC- | TSA
IMP | CIP | NET IMP | CIP | NET

Gramnegative Bakterien

Escherichia coli

ATCC 25922 kW | kW | kW | kW w kW kW kW kw | >300

Escherichia coli

DSM 5695 kW | kW | kW | kW W kw | kW | kW | kw | >300

Escherichia coli

CCUG 59343 kW | kW | kW | kW W | >300 | >300 | 12 63 | >300

Escherichia coli

CCUG 62975 kW | kW | kW | kW W | >300 | >300 | >300 | >300 | >300
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Mikroorganismus

Typisierungsergebnis

Erwartetes

Ergebnis des zu verifizierenden

Typisierungsverfahrens

CFC | CFC- | CFC- | CFC- | TSA | CFC | CFC- | CFC- | CFC- | TSA
IMP | CIP | NET IMP | CIP | NET
Escherichia coli 16874 kW | kW | kW | kW W 6 8 kw kw | >300
Escherichia coli 106-1 kW | kW | kW | kW W kW kw kw kw | >300
Escherichia coliescoehly | kW | kW | kW | kW w kw kW kW | kw | >300
Enterobacter roggenkampii
CCUG 59573 kW | kW kw kw W >300 | 252 kw kw | >300
Klebsiella pneumoniae 1\ |\ | w | kw | w | >300 | >300 | >300 | >300 | >300
NCTC 13438
Salmonella typhimurium
LMG 149371b kW | kW kw kw W kW kW kw kW 168
Yersinia enterocolitica
DSM 13030 kW | kW | kW | kW W 178 | 189 kw | 191 | >300
Acetobacter cerevisiae w L kw | w KW W KW KW KW KW 159
DSM 14362
Campylobacter jejuni— 1\ 1w | kw | kw | wo | kw | kw | kw | kw | 201
ATCC 33291
Grampositive Bakterien
Bacillus cereus
ATCC 9139 kW | kW kW kW W kW kw kw kW 134
Clostridium perfringens
ATCC 13124 kW | kw kW kW W kW kw kw kw | >300
Lactobacillus gasseri KW | kW | kW | kW | W | kW | kW | kW | kw | >300
DSM 20077
Listeria monocytogenes
NCTC 10527 kW | kw kW kW W kW kw kw kw | >300
Staphylococcus aureus
ATCC 25923 kW | kW kW kW W kW kw kw kw | >300
Enterococcus faecalis | |\ 1w | kw | kw | wo | kw | kw | kw | kw | 300
ATCC 29212
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Mikroorganismus Erwartetes Ergebnis des zu verifizierenden
Typisierungsergebnis Typisierungsverfahrens

CFC | CFC- | CFC- | CFC- | TSA | CFC | CFC- | CFC- | CFC- | TSA
IMP | CIP | NET IMP | CIP | NET

Hefen und Schimmelpilze

Candida albicans

ATCC 10213 kW | kW | kW | kw w kW kW kW kw | >300

Penicillium cyclopium

ATCC 16025 kW | kW | kW | kw w kW kW kW kw | >300

Saccharomyces cerevisiae

ATCC 9673 kW | kW | kW | kw w kW kW kW kw | >300

Dabei entspricht:

CFC-IMP = CFC-Agar mit 4 mg Imipenem/|
CFC-CIP = CFC-Agar mit 0,5 mg Ciprofloxacin/I
CFC-NET = CFC-Agar mit 4 mg Netilmicin/I

kW = kein Wachstum

W = Wachstum

Wie in Tab. 8 zu erkennen ist, erfolgte kein Wachstum bei den getesteten grampositiven Bakterien
sowie den gepriiften Hefen und Schimmelpilzen. Die Exklusivitat kann fiir diese Gruppen folglich
mit einem Wert von 100 % angegeben werden. Auch das Wachstum der meisten gramnegativen
Mikroorganismen wird unterdriickt. Lediglich bei den Stdammen K. pneumoniae NCTC 13438 mit
einer KPC-3-Carbapenemase, E.roggenkampii CCUG 59573 mit einer ACT-1-B-Laktamase,
Y. enterocolitica DSM 13030 und den E. coli-Stammen 16874 mit einer OXA-48-Carbapenemase,
CCUG 62975 mit einer CIT- und einer CTX-M-1-B-Laktamase und CCUG 59343 mit einer
CMY-2-B-Laktamase konnte Wachstum auf mindestens einer der getesteten Platten beobachtet
werden. Die genannten Stdamme werden folglich nicht durch die gewahlten
Ndhrmedienzusammensetzungen vollstandig in ihrem Wachstum gehemmt. Es ergibt sich folglich

fur die Exklusivitat ein Wert von 73 %.

5.1.4 Bestimmung der Spezifitat

Die Spezifitat ist ein rein rechnerisch zu bestimmender Wert, der den Nachweis angibt, dass Nicht-
Zielorganismen, wenn sie auf dem zu priifenden Nahrmedium wachsen kdnnen, nicht dieselben

visuellen Merkmale wie die Zielkeime aufweisen [DIN EN ISO 11133:2020-10]. Die Berechnung
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erfolgte analog zu Gleichung (1) und der in Tab. 6 und Abschnitt 5.1.1 aufgefiihrten Ergebnisse der

Verfahrensvergleichsuntersuchung. Es ergibt sich:

Spezifitat [%] = —— 100 = — --100 = 100 % (10)

c+d 0+

Dabei entspricht c der Anzahl der falsch positiven Analysenergebnissen (Tab. 6, Abschnitt 5.1.1)
beziiglich der Referenzmethode und d der Anzahl bei beiden Methoden negativen

Analysenergebnisse (entspricht den Blindwerten).

Somit betragt die berechnete Spezifitat fir das hier beschriebene Verfahren 100 %.

5.1.5 Bestimmung der Selektivitat

Der Zweck der Bestimmung der Selektivitat ist es zu zeigen, dass bei dem eingesetzten Verfahren
storende (Nicht-Ziel-)Keime durch das verwendete Ndhrmedium entweder teilweise oder
vollstandig gehemmt werden [DIN EN ISO 11133:2020-10]. Fiir die Bestimmung der Selektivitat
wurde unter anderem E. coli ATCC 25922 als Referenzkeim herangezogen. Diese Spezies ist hdufig
Teil der Begleitflora der zu testenden Lebensmittelgruppen Fleisch, Fisch, Milchprodukte und
pflanzliche Lebensmittel [Vincent et al., 2010; Costa, 2013; Rasheed et al., 2014]. Des Weiteren
fihrt die DIN EN ISO 11133:2020-10 den Stamm E. coli ATCC 25922 als Priifkeim fur die
Bestimmung der Selektivitdt fiir CFC-Agar (ohne Zugabe von zusatzlichen Antibiotika) auf. Zudem
wurden, wie in 5.1.3 aufgefihrt, exemplarisch fir die Gruppe ,Hefen und
Schimmelpilze” S. cerevisiae ATCC 9673 sowie B. cereus ATCC 9139 fiir die Gruppe ,,grampositive
Bakterien” fiir die Bestimmung der Selektivitdat gewahlt. Es wurde fiir jeden der drei Stdmme eine
serielle dekadische Verdiinnungsreihe in physiologischer Kochsalzlésung bis 10 erstellt. Jeweils
100 pl der Verdiinnungsstufen 10 bis 10® wurden auf die vier Ndhrbdden (CFC-Agar, CFC-Agar mit
4 mg Imipenem/|, CFC-Agar mit 0,5 mg Ciprofloxacin/l und CFC-Agar mit 4 mg Netilmicin/I) sowie
TSA als Referenzmedium ausplattiert und bei 25 °C fiir 44 h + 4 h bebriitet. Die Auswertung der
Platten erfolgte durch Zahlen der Kolonien und die Berechnung der Selektivitat nach Gleichung (2).

Die Ergebnisse sind in der folgenden Tabelle aufgefiihrt.
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Tab. 9: Ergebnisse der Bestimmung der Selektivitat.

Medium | Stufe | Stufe | Stufe | Stufe | Stufe | Stufe | Stufe | Stufe | Berechnete
10* | 107 | 10° | 10* | 10° | 10° | 107 | 10® | Selektivitat
E. coli ATCC 25922

TSA >300 | >300 | >300 | >300 | >300 34 1 0 -

CFC 0 0 0 0 0 0 0 0 7
CFC-IMP 0 0 0 0 0 0 0 0 7
CFC-CIP 0 0 0 0 0 0 0 0 7
CFC-NET 0 0 0 0 0 0 0 0 7

S. cerevisiae ATCC 9673

TSA >300 | >300 | >300 38 3 0 0 0 -

CFC 0 0 0 0 0 0 0 0 5
CFC-IMP 0 0 0 0 0 0 0 0 5
CFC-CIP 0 0 0 0 0 0 0 0 5
CFC-NET 0 0 0 0 0 0 0 0 5

B. cereus ATCC 9139

TSA >300 | >300 | >300 103 12 3 0 0 -

CFC 0 0 0 0 0 0 0 0 6
CFC-IMP 0 0 0 0 0 0 0 0 6
CFC-CIP 0 0 0 0 0 0 0 0 6
CFC-NET 0 0 0 0 0 0 0 0 6

Dabei entspricht:

CFC-IMP = CFC-Agar mit 4 mg Imipenem/|
CFC-CIP = CFC-Agar mit 0,5 mg Ciprofloxacin/I
CFC-NET = CFC-Agar mit 4 mg Netilmicin/I

Bei allen getesteten Nahrmedien, abgeleitet von CFC-Agar, wurden Selektivitdtsfaktoren von 5 bis
7 berechnet. Dies zeigt, dass E. coli ATCC 25922, S. cerevisiae ATCC 9673 und B. cereus ATCC 9139

durch das verwendete Nahrmedium und die Antibiotika vollstandig gehemmt werden.

5.1.6 Bestimmung der Produktivitat

Die Produktivitat beschreibt den Wiederfindungsgrad eines Zielkeims vom Ndhrmedium unter
definierten Bedingungen [DIN EN ISO 11133:2020-10]. Hierzu wurden fiir die zu testenden Stamme

der Gattung Pseudomonas serielle dekadische Verdiinnungsreihen bis 10® in physiologischer
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Kochsalzldsung erstellt. Von der Verdiinnungsstufe 10® wurden je zweimal 100 pl auf die vier
N&dhrboden (CFC-Agar, CFC-Agar mit 4 mg Imipenem/|, CFC-Agar mit 0,5 mg Ciprofloxacin/l und
CFC-Agar mit 4 mg Netilmicin/l) sowie TSA als Referenzmedium ausplattiert. Die Bebriitung erfolgte
bei 25 °Cfir 44 h £ 4 h. Durch Zahlen der Kolonien und Bildung des Quotienten aus der Koloniezahl
auf dem jeweiligen Testmedium und der Koloniezahl auf dem Referenzmedium (siehe Gleichung
(3)) wurde das MaR der Produktivitat berechnet. Fiir die Bestimmung der Produktivitat wurden die
Stamme P. aeruginosa ATCC 27853, P. fluorescens ATCC 13525 und P. putida LMG 2257 verwendet.
Um zu zeigen, dass das Verfahren nicht nur fiir eine Lebensmittelkategorie herangezogen werden
kann, wurde fir jeden der genannten Pseudomonas-Stamme die Validierung fiir die Warengruppen
Fleisch (hier: gemischtes Hackfleisch), Sahne (hier: H-Sahne), Fertiggerichte (hier: Suppe), Fisch
(hier: Rducherlachs) und pflanzliche Lebensmittel (hier: Tomate) durchgefiihrt. Die Ergebnisse sind
im Folgenden dargestellt. Es wird der Mittelwert der Koloniezahlen aus zwei Untersuchungen der

ausgewerteten Platten angegeben.

Tab. 10: Ergebnisse der Bestimmung der Produktivitdt durch Vergleich der Koloniezahlen der
Pseudomonaden auf Selektivnhdhrboden mit TSA.

Medium | gem. p? H- P° | Suppe | P¢ ger. P | Tomate | P®
Hack Sahne Lachs

P. aeruginosa ATCC 27853 (Koloniezahl)
CFC 38 0,8 99 1,2 59 1,4 85 1,1 83 1,2

CFC-IMP 24 0,5 75 0,9 65 1,5 87 1,1 77 1,1

CFC-CIP 48 1,0 83 1,1 73 2,0 88 1,1 61 0,8

CFC-NET 42 0,9 65 0,8 63 1,5 76 0,9 60 0,8

TSA 47 - 79 - 42 - 80 - 72 -

P. fluorescens ATCC 13525 (Koloniezahl)
CFC 59 1,2 59 1,1 60 1,2 65 0,9 57 1,1

CFC-IMP 64 1,3 49 0,9 57 1,1 61 0,8 62 1,2

CFC-CIP 39 0,9 47 0,9 34 0,8 62 0,9 49 1,0

CFC-NET 71 1,4 65 1,2 60 1,2 75 1,0 69 1,4

TSA 50 - 54 - 52 - 72 - 51 -

P. putida LMG 2257 (Koloniezahl)

CFC 40 1,3 35 0,8 44 1,0 20 0,9 30 1,3

CFC-IMP 38 1,2 41 0,9 61 1,4 16 0,7 27 11

CFC-CIP 0 - 0 - 0 - 0 - 0 -

CFC-NET 27 0,8 33 0,8 40 0,9 24 1,1 26 11

TSA 32 - 45 - 45 - 22 - 24 -
Legende zu Tab. 10 auf der Folgeseite
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Dabei entspricht:

P? = berechnete Produktivitat der Proben von gemischtem Hack
PP = berechnete Produktivitdt der H-Sahneproben

P¢ = berechnete Produktivitat der Fertigsuppenproben

P9 = berechnete Produktivitit der Raucherlachsproben

P¢ = berechnete Produktivitat der Tomatenproben

CFC-IMP = CFC-Agar mit 4 mg Imipenem/I

CFC-CIP = CFC-Agar mit 0,5 mg Ciprofloxacin/I

CFC-NET = CFC-Agar mit 4 mg Netilmicin/I

Es konnte fiir alle der drei getesteten Pseudomonas-Stamme fiir die Ndahrmedien CFC-Agar, CFC-
Agar mit 4 mg Imipenem/| und CFC-Agar mit 4 mg Netilmicin/| eine Produktivitdt von 0,5 bis 1,5
bestimmt werden. Fir das Ndhrmedium CFC-Agar mit 0,5 mg Ciprofloxacin/l konnte eine
Produktivitat von 0,8 bis 2,0 berechnet werden - mit Ausnahme der Validierungen mit P. putida
LMG 2257, da dieser Stamm sensibel gegeniber Ciprofloxacin ist. GemalR
DIN EN 1SO 11133:2020-10 soll der Wert der Produktivitdt bei der Verwendung eines selektiven
Mediums (hier: CFC) und eines nicht- selektiven Nahrmediums (hier: TSA) einen Wert von 0,5 nicht
unterschreiten. Mit den bestimmten Werten von 0,5 bis 2,0 erfullt das zu validierende kulturelle

Nachweis- und Zahlverfahren fir (multi-)resistente Pseudomonaden diese Anforderungen.

5.1.7 Bestimmung der Sensitivitat

Die Sensitivitat gibt an wie viel Prozent der untersuchten Proben sowohl mit der Referenzmethode
als auch mit der zu validierenden Alternativmethode als positiv erkannt werden [SAS, 2017]. Die
Berechnung erfolgt analog zu Gleichung (4). Da mit beiden Methoden insgesamt alle Proben als
positiv erkannt wurden und kein Nachweis eines falsch negativen Analysenergebnisses bezlglich

der Referenzmethode erfolgt ist, ergibt sich:

Sensitivitat [%] = —— -100 = % 100 = 100 % (11)

Die fur das hier beschriebene kulturelle Nachweis- und Zahlverfahren bestimmte Sensitivitat

betragt somit 100 %.
5.1.8 Bestimmung des eLODso

Die Berechnung des estimated Level Of Detection (eLODsy) wurde, wie in

DIN EN I1SO 16140-3:2021-06 beschrieben, durchgefiihrt. Dazu wurde der qualitative Teil des zu
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validierenden kulturellen Nachweis- und Zahlverfahrens, ausgehend von Protokoll 1 der genannten
Norm, hinzugezogen. Um zunachst das so genannte ,,Low Inoculation Level” mittels Most-Probable-
Number (MPN)-Verfahren zu bestimmen, wurden erneut die bereits zuvor verwendeten
Lebensmittel gemischtes Hackfleisch, Raucherlachs, H-Sahne, Fertigsuppe und Tomate
herangezogen und kiinstlich mit je drei unterschiedlichen Keimgehalten der Pseudomonas-Stamme
P. aeruginosa ATCC 27853 und P. fluorescens ATCC 13525 kontaminiert. Diese drei Inokula wurden
»High“, , Intermediate” und ,Low” genannt und stehen fiir einen hohen, mittleren und niedrigen
Keimgehalt. Um diese Keimgehalte herzustellen, wurden fir die jeweiligen Stamme serielle
dekadische  Verdinnungsreihen in steriler maximaler Wiederbelebungslésung  bis
Verdiinnungsstufe 10° erstellt. Ausgehend von Verdiinnungsstufe 10® wurden dann die
Verdiinnungen ,High“ ,Intermediate” und ,Low” angefertigt, indem jede Verdiinnungsstufe,

ausgehend von der vorherigen, jeweils um den Faktor 3 verdiinnt wurde.

Um nachvollziehen zu kénnen, wie hoch der tatsachliche Keimgehalt in den Verdiinnungsstufen
,High“, ,Intermediate” und ,Low“ zum Zeitpunkt der Kontamination war, wurden von den
genannten Verdiinnungsstufen je 100 pl auf TSA ausplattiert, bei 25 °C fiir 44 h + 4 h bebritet und
anschlieRend ausgewertet. Die folgende Tab. 11 listet die Ergebnisse auf.

Tab. 11: Koloniezahlbestimmung von Pseudomonaden auf TSA in Abhdngigkeit von der
Lebensmittelmatrix.

Verdiinnungsstufe Koloniezahl auf TSA in jeweiliger Lebensmittelmatrix
P. aeruginosa ATCC 27853
gem. Hack Sahne Suppe ger. Lachs Tomate
High 18 19 23 35 19
(6 x Low = 10)
Intermediate
(3 xLow = 2 6 6 12 6
3,3x107%)
Low (= 1,1 x 10%) 0 1 1 2 1
P. fluorescens ATCC 13525
High 16 12 10 41 15
(6 x Low = 10)
Intermediate
(3 xLow = 6 3 5 16 6
3,3x10%)
Low (=1,1x107) 1 0 2 2 0
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Ausgehend von Protokoll 1 der DIN EN ISO 16140-3:2021-06 wurden dann die Analysen fur die
Verdinnungsstufe ,High” einmal und fir die Verdiinnungsstufen ,Intermediate” und ,Low” je
viermal durchgefiihrt. Das bedeutet, dass je 100 pl der entsprechenden Verdiinnungsstufe in der
genannten Anzahl an Ansatzen und fir jedes der zuvor aufgefiihrten Lebensmittel ausplattiert
wurden. Zusatzlich wurde fir jede Bestimmung ein Blindwert mitgefiihrt. Anhand der Anzahl der
positiven Nachweise und der in DIN EN ISO 16140-3:2021-06 aufgefiihrten Tabelle, konnte der
eLODsp abgelesen werden. Die Ergebnisse fiir das Nachweisverfahren nach Anreicherung in TSB mit
Cefpodoxim und nachfolgender CFC-Platte mit zusatzlichen Antibiotika sind im Folgenden

aufgefihrt.

Tab. 12: elODso in KbE/25g Probe von resistenten Pseudomonaden im selektiven
Nachweisverfahren.

gem. Hack Sahne Suppe ger. Lachs Tomate
P. aeruginosa
ATCC 27853 L7 1,7 1,7 1,7 17
P. fluorescens
ATCC 13525 0,6 0,9 1,2 0,9 1,7

Auf die Verwendung des Stammes P. putida LMG 2257 wurde fiir die Bestimmung des eLODsg
verzichtet, da dieser bei der Verdiinnungsstufe 10°® kein Wachstum mehr auf den verwendeten
Ndhrmedien CFC-Agar mit Imipenem und CFC-Agar mit Netilmicin (je 4 mg/l) zeigte. Zusatzlich weist
der genannte Stamm eine Sensitivitat gegenlber Ciprofloxacin in der verwendeten Konzentration

von 0,5 mg/| auf und zeigt somit auch auf diesem Ndhrmedium kein Wachstum.

5.1.9 Bestimmung der Falsch-Positiv-Rate

Die Falsch-Positiv-Rate, welche sich nach Gleichung (5) berechnen lasst, gibt an, wie viel Prozent
der Proben mit dem alternativen Prifverfahren als falsch positive Befunde gewertet wurden

[SAS, 2017].

Falsch-Positiv-Rate [%] =j 1100 = & 100=0% (12)

Die Falsch-Positiv-Rate betragt somit 0 %.
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5.1.10 Bestimmung der Falsch-Negativ-Rate

Wie viel Prozent der Proben mit dem alternativen Prifverfahren als falsch negative Befunde
gewertet wurden, wird als Falsch-Negativ-Rate bezeichnet und analog zu Gleichung (6) berechnet

[SAS, 2017].

Falsch-Negativ-Rate [%] =—— 100 = —— -100=0% (13)

Die fiir das hier beschriebene Verfahren betragt die Falsch-Negativ-Rate folglich 0 %.

5.1.11 Bestimmung der relativen Richtigkeit

Bei der relativen Richtigkeit handelt es sich um das AusmaR des Messergebnisses vom , richtigen
Wert“. Es wird die geschatzte Wahrscheinlichkeit angegeben, dass die beiden Methoden des
Methodenvergleichs auch die gleichen Resultate ergeben. Die Berechnung erfolgt mit Hilfe von

Gleichung (7) [SAS, 2017].

10+1
11

relative Richtigkeit [%] == -100 2= -100 =100 % (14)
Flr das hier beschriebene Nachweis- und Zahlverfahren wurde eine relative Richtigkeit von 100 %

bestimmt.

5.1.12 Bestimmung der statistischen Ubereinstimmung

Die statistische Ubereinstimmung oder auch das Konkordanzindex Kappa, welches mittels
Gleichung (8) berechnet werden kann, beschreibt das MaR der Ubereinstimmung zweier
Prifverfahren beziglich eines Analysenmerkmals. Fiir das hier beschrieben Verfahren konnte ein
Konkordanzindex von 1 bestimmt werden. Zwischen der in DIN EN ISO 13720:2010-12 benannten
Methode und dem hier beschriebenen Verfahren liegt folglich eine fast vollstandige

Ubereinstimmung vor.

5.2 Untersuchungen von Lebensmitteln auf das Vorkommen (multi-)

resistenter Pseudomonaden

Im Rahmen dieser Arbeit wurden insgesamt 184 Lebensmittel auf das Vorkommen von
(multi-)resistenten Pseudomonaden untersucht. Dazu wurde das zuvor validierte kulturelle
Nachweis- und Zahlverfahren verwendet. Die analysierten Lebensmittel setzten sich wie folgt
zusammen: 64 Proben (roh) verzehrbares Hackfleisch, 19 Lachsproben, elf weitere Fischproben
(Thunfisch, Forelle, Garnelen und Seelachs), 51 Proben pflanzliche Lebensmittel (darunter Tomaten,
diverse Blattsalate, und frische Krauter), 23 aufgeschlagene Sahneproben aus Eiscafés und 16
weitere Proben, wie Rohmilchkdse, Sahnedesserts und verarbeitete Fleischgerichte

(u. a. Rindergulasch sowie Lammfleisch).
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131 der untersuchten 184 Lebensmittelproben waren bereits verzehrfertig. Diese gliedern sich in
23 Hackfleisch-, 22 aufgeschlagene Sahne-, 19 Lachs- und zehn weitere Fischproben. Sechs
Lebensmittel der Kategorie ,, diverse weitere Lebensmittel” waren ebenfalls zum sofortigen Verzehr
geeignet. Zudem waren alle der 51 untersuchten pflanzlichen Lebensmittel in einem

verzehrfertigen Zustand.

Ferner stammten 81 Planproben aus dem Einzelhandel (alle 51 untersuchten pflanzlichen
Lebensmittel, sowie neun Hackfleisch-, 13 Lachs- und acht Fischproben) und 103 Proben aus
gastronomischen Betrieben. Letztere wurden im Rahmen von Lebensmittelkontrollen entnommen
und gliedern sich in 95 so genannte Planproben und acht Anlassproben amtlicher

Hygienekontrollen.

Die Identifizierung der prasumtiv (multi-)resistenten Pseudomonas-Spezies erfolgte wie unter
Abschnitt 4.5 beschrieben mittels MALDI-TOF-MS. Die Liste der untersuchten Lebensmittel ist in
Tab. 32 in Anhang 9.6 aufgefiihrt. Tab. 33 (siehe Anhang 9.7) listet zudem alle isolierten Spezies auf

und gibt Auskunft dariiber, aus welchen Lebensmitteln diese jeweils isoliert wurden.

5.2.1 Qualitative Untersuchung

Von den 184 untersuchten Lebensmitteln wurden aus insgesamt 92 Proben (entspricht 50 %) 425 g
Vertreter der Gattung Pseudomonas isoliert. Kein Nachweis von Pseudomonaden erfolgte in 92
Lebensmitteln (entspricht ebenfalls 50 %). Von den 184 untersuchten Lebensmitteln handelte es
sich insgesamt um 176 Planproben, von denen aus zusammengefasst 91 Proben Pseudomonaden
isoliert wurden. Dies entspricht einem prozentualen Anteil von 52 %. Folglich wurden in 85 Proben
(entspricht 48 %) keine Pseudomonaden nachgewiesen. Die getrennte Betrachtung der
Anlassproben ergab, dass nur aus einer dieser Proben Pseudomonaden isoliert wurden (entspricht
13 %). Sieben der acht Anlassproben (entspricht 88 %) enthielten nachweislich keine Bakterien der

Gattung Pseudomonas. Abb. 8 stellt diese Zusammenhange graphisch dar.
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= Lebensmittelproben aus denen
Pseudomonaden isoliert wurden

= Lebensmittelproben aus denen keine
Pseudomonaden isoliert wurden

Planproben Anlassproben

Abb. 8: Prozentuale Verteilung der 184 Lebensmittelproben hinsichtlich der Isolation von
Pseudomonaden (oben) sowie Aufteilung nach 176 Plan- und acht Anlassproben (unten).

Von den 92 Proben aus denen Pseudomonaden isoliert werden konnten, zeigte sich nach
Durchfiihrung der Resistenztestungen (siehe Abschnitt 5.4), dass in 14 Proben Pseudomonaden
nachgewiesen und isoliert wurden, die nicht gegen eines der getesteten Antibiotika in den
entsprechend verwendeten Nahrbdden resistent waren. Somit enthielten 78 der analysierten
Lebensmittelproben (davon eine Anlassprobe) jeweils mindestens ein Isolat der Gattung
Pseudomonas, welches eine oder mehrere Resistenzen gegeniiber den Antibiotika der
verwendeten Nahrboden aufwies. Dies entspricht 85 % der untersuchten Proben mit
Pseudomonaden und 42 % aller untersuchten Lebensmittelproben. Diese Proben werden im
folgenden Teil der vorliegenden Arbeit zusammengefasst als ,prasumtiv (multi-)resistente

Pseudomonaden” bezeichnet.
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In Bezug auf die einzelnen Warengruppen zeigt Abb. 9 eine Gegeniberstellung der jeweiligen
Anzahl der untersuchten Proben von 25 g, der Anzahl Proben aus denen (keine) Pseudomonaden
isoliert wurden sowie die Summe der Proben, aus denen prasumtiv (multi-)resistente

Pseudomonaden nachgewiesen werden konnten.

70

64
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40 36
33 31
30 28
23 23
20 19
20 15 16
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10 6 6
I 4 4 3 3

0 (] | L] | 1|

Hackfleisch pfl. Lebensmittel Sahne Lachs div. Lebensmittel Fisch

B Anzahl der untersuchten Proben
Anzahl Proben aus denen keine Pseudomonaden isoliert wurden
B Anzahl Proben aus denen Pseudomonaden isoliert wurden

B Anzahl Proben aus denen bestétigt (multi-)resistente Pseudomonaden isoliert wurden

Abb. 9: Anzahl der untersuchten Proben der jeweiligen Lebensmittelkategorie und jeweiliger
Anteil der Proben aus denen keine Pseudomonaden, Pseudomonaden und (multi-) resistente
Pseudomonaden isoliert wurden.

Zusammengefasst wurden aus den 184 untersuchten Lebensmittelproben (davon 176
randomisierte Proben) 211 Isolate (davon elf Isolate aus einer nicht-randomisierten Sahneprobe,
genauer: einer Verfolgsprobe) der Gattung Pseudomonas gewonnen, welche mindestens
gegeniber eines der getesteten Antibiotika in der verwendeten Nahrbodenkonzentration resistent

waren.

Dabei konnten 22 verschiedene Pseudomonas-Spezies nachgewiesen werden. Die Identifikation
erfolgte, wie in Abschnitt 4.5 beschrieben, mittels MALDI-TOF-MS. Am haufigsten wurde hierbei die
Spezies P. fulva mit 68 Isolaten (entspricht 32 % bzw. 34 % bezogen auf die 200 Isolate) gewonnen.
32-mal bzw. 21-mal unter Beriicksichtigung der nicht-randomisierten Anlassprobe (entspricht 15 %
bzw. 11 %) wurde P. aeruginosa isoliert, gefolgt von P. putida mit 26 Isolaten (12 % bzw. 13 % von
200 Isolaten). Die Spezies P. fragi und P. koreensis wurden insgesamt je 18-mal bzw. 15-mal
(entspricht je 9% bzw. jeweils 8 %) nachgewiesen. Sieben (entspricht 3 % bzw. 4 %) der Isolate
zahlten zur Spezies P. monteilii und ebenfalls sieben (3 % bzw. 4 %) zur Spezies P. lundensis. Sechs

(je 3%) Isolate gehorten zu der Spezies P. corrugata und funf (entspricht 2 % bzw. 3 %) zu
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P. rhodesiae. Je vier Isolate (entspricht jeweils 2 %) zu den Spezies P. gessardii bzw. P. flavescens
und je drei Isolate (1 % bzw. 2 %) zu den Spezies P. fluorescens, P. chlororaphis und nicht naher
definierbar ,,Pseudomonas spp.“. Die Spezies P. libanensis und P. guariconensis wurden je zweimal
(jeweils 1 %) bestimmt. Jeweils ein Isolat (entspricht je 0,5 %) der Spezies P. brassicacearum,
P. oleovorans, P. synxantha, P. frederiksbergensis, P. plecoglossicida und der Gattung Pseudomonas
wurden ebenfalls in den untersuchten Lebensmitteln nachgewiesen und isoliert. Abb. 10 zeigt die
Verteilung der isolierten Pseudomonaden aus allen 184 Proben graphisch. Abb. 11 stellt die

Verteilung fiir die 200 Isolate aus den randomisierten 176 Proben dar.
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Abb. 10: Verteilung der aus den untersuchten 184 Lebensmittelproben isolierten prasumtiv
(multi-)resistenten Pseudomonaden, sortiert nach Spezies.
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Abb. 11: Verteilung der aus den 176 untersuchten randomisierten Lebensmittelproben isolierten
prasumtiv (multi-)resistenten Pseudomonaden, sortiert nach Spezies.

Bezogen auf den Anteil der untersuchten 184 Proben bzw. 176 randomisierten Proben aus denen

die jeweiligen Pseudomonaden einer Spezies isoliert wurden, ergeben sich folgende Werte:

Die Isolate der Spezies P. fulva wurden aus 25 der untersuchten 184 bzw. 176 Lebensmittelproben
isoliert. Dies entspricht einem Anteil von je 14 %. Aus 15 Proben stammt die Spezies P. fragi
(entspricht 8 % bzw. 9 %). Aus 13 Proben (je 7 %) stammen die Isolate der Spezies P. koreensis und
P. putida wohingegen P. aeruginosa aus neun bzw. acht randomisierten Proben (jeweils 5 %)
isoliert werden konnte. P. corrugata wurde aus sechs bzw. je 3 % der Proben, P. monteilli aus funf
(entspricht je 3 %) und P. rhodesiae aus vier Proben (je 2 %) gewonnen. Aus je drei Proben (je 2 %)
stammen die Isolate der Spezies P. gessardii, P. flavescens, P. fluorescens und P. chlororaphis.
P. libanensis und P. lundensis sowie ,Pseudomonas spp.” stammen aus jeweils zwei Proben. Dies
entspricht einem prozentualen Anteil von jeweils 1 %. P. guariconensis, P. oleovorans, P. synxantha,
P. frederiksbergensis, P. plecoglossicida, P. brassicacearum und ein Isolat der Gattung
Pseudomonas wurden aus je aus einer (entspricht 0,5% bzw. 1%) der untersuchten

Lebensmittelproben isoliert.
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Abb. 12: Anzahl und prozentualer Anteil der 184 Proben aus denen die jeweilige Spezies isoliert
wurde.
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Abb. 13: Anzahl und prozentualer Anteil der 176 randomisierten Proben aus denen die jeweilige
Spezies isoliert wurde.
5.2.2 Warengruppe Hackfleisch

Im Folgenden sind die Ergebnisse der qualitativen Untersuchungen der Warengruppe Hackfleisch
aufgefiihrt. Aus 36 der 64 untersuchten Hackfleischproben wurden Bakterien der Gattung

Pseudomonas isoliert. Nach Resistenztestung zeigte sich, dass von diesen 36 Proben nur in 33
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Proben prasumtiv (multi-)resistente Pseudomonaden vorhanden waren. Dies entspricht einem
Anteil von 52 %. Abb. 14 zeigt das Vorkommen der einzelnen isolierten Spezies der Gattung
Pseudomonas in den untersuchten Hackfleischproben, in Bezug auf die Anzahl der Proben, aus
denen diese isoliert werden konnten. Aus jeder der analysierten Proben der Warengruppe wurden
pro Nahrmedium bis zu finf Kolonien isoliert und mittels MALDI-TOF-MS identifiziert. In 28 Proben
wurden keine Bakterien der Gattung Pseudomonas nachgewiesen. Von 33 der 64 untersuchten
Hackfleischproben, aus denen prasumtiv (multi-)resistente Pseudomonaden isoliert werden
konnten, wurde die Spezies P. fragi aus 13 Proben gewonnen. Dies entspricht einem Anteil von 20 %
der Proben. Die Spezies P. fulva wurde aus zwolf Proben (entspricht 19 %) isoliert. P. putida und
P. aeruginosa konnten aus je vier (entspricht 6 %) der untersuchten Hackfleischproben isoliert
werden. Jeweils aus zwei Proben (entspricht 3 %) wurden P. libanensis und P. gessardii gewonnen.
P. monteilii, P. lundensis, P. fluorescens, P. plecoglossicida, P. rhodesiae und P. koreensis wurden in
je einer Probe nachgewiesen. Dies entspricht einem Anteil von 1 %. Ein Isolat (entspricht 1 %)

konnte mittels MALDI-TOF-MS nur als ,,Pseudomonas spp.” identifiziert werden.

H Proben ohne Befund

60 P. fragi
| P. fulva
H P. putida
>0 B P. aeruginosa
W P. libanensis
s 40 P. gessardii
Jé P. monteilii
o
=30 28;39% B P. lundensis
'E“ m P. fluorescens
<
B P. plecoglossicida
20
B P. rhodesiae
13;18%
12,17 % P. koreensis
10 P. spp.
4;,6% 4,6%
2;3% 11%
. N - S —
Spezies

Abb. 14: Anzahl und prozentualer Anteil der 64 untersuchten Hackfleischproben aus denen die
jeweilige Spezies der Gattung Pseudomonas isoliert wurde.

5.2.3 Warengruppe Sahne

Aus zwolf der 23 untersuchten Sahneproben wurden Pseudomonaden isoliert. Nach den in der
vorliegenden Arbeit durchgefiihrten Resistenztestungen konnte nur fiir neun dieser zwolf Proben
die Anwesenheit prasumtiv (multi-)resistenter Pseudomonaden bestéatigt werden. Bei einer dieser

neun Proben handelte es sich um eine Anlassprobe (genauer: eine Verfolgsprobe). Der Nachweis
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prasumtiv (multi-)resistenter Pseudomonaden entspricht einem Anteil von 39 % bezogen auf die
Gesamtzahl der analysierten 23 Sahneproben bzw. 36 % ohne Bericksichtigung der nicht-
randomisierten Anlassprobe. In Bezug auf die Anzahl der Proben aus denen die jeweilige Spezies
isoliert wurde, geben Abb. 15 sowie Abb. 16 Auskunft. In elf der untersuchten 23 Proben bzw. 22
randomisierten Proben der Warengruppe Sahne wurden keine Mitglieder der Gattung
Pseudomonas nachgewiesen. Dies macht einen prozentualen Anteil von 48 % bzw. 50 % aus.
P. fulva wurde aus vier Proben (entspricht 17 % bzw. 18 %) isoliert, wohingegen die Spezies
P. rhodesiae aus jeweils zwei Proben (entspricht jeweils 9 %) gewonnen wurden. Die beiden Proben,
aus denen P. ageruginosa isoliert wurde, stammen aus demselben Betrieb. Es handelt sich um eine
Plan- sowie eine Verfolgsprobe. Es ergibt sich somit in der Gesamtbetrachtung ein prozentualer
Anteil von 9 %. Unter Beachtung der randomisierten Proben entspricht dies 5 %. Die Identifikation
von P. frederiksbergensis, P. monteilii und P. putida erfolgte jeweils in einer der 23 bzw. 22

Sahneproben. Dies entspricht einem Anteil von je 4 % bzw. 5 %.

20
B Proben ohne Befund
P. fulva
- 15 W P. geruginosa
2
[e) B P. rhodesiae
a 11;48 %
S 10 W P. frederiksbergensis
N
c
< P. monteilii
P. putida
5 417 %

2;,9% 2;,9%

1,4% 1,4% 1,4%
0 B e

Spezies

Abb. 15: Anzahl und prozentualer Anteil der 23 Sahneproben aus denen die jeweilige Spezies der
Gattung Pseudomonas isoliert wurde.
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Abb. 16: Anzahl und prozentualer Anteil der 22 randomisierten Sahneproben aus denen die
jeweilige Spezies der Gattung Pseudomonas isoliert wurde.

5.2.4 Warengruppe Lachs

Die Ergebnisse der Untersuchungen fiir die Warengruppe Lachs werden im Folgenden erldutert.
Zusammengefasst wurden 19 Lachsproben auf das Vorhandensein von prasumtiv
(multi-)resistenten Vertretern der Gattung Pseudomonas analysiert. In 15 der untersuchten
Lachsproben wurden keine Pseudomonaden nachgewiesen. Dies entspricht einem Anteil von 79 %.
Der Nachweis der genannten Bakterien erfolgte in insgesamt vier Proben. Abb. 17 zeigt den
Zusammenhang zwischen den einzelnen Spezies und der Anzahl der Proben aus denen diese
gewonnen wurden. Aus drei Proben (entspricht 16 %) wurde P. fulva und aus zwei Proben
(entspricht 10 %) P. putida isoliert. P. monteilii, P. fragi und P. koreensis wurden aus je einer Probe

(entspricht jeweils 5 %) gewonnen.
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Abb. 17: Anzahl und prozentualer Anteil der 19 Lachsproben aus denen die jeweilige Spezies der
Gattung Pseudomonas isoliert wurde.

5.2.5 Warengruppe weitere Fischproben

Neben den im vorherigen Abschnitt aufgefiihrten Lachsproben, wurden auch weitere Proben der
Warengruppe Fisch untersucht. Der Nachweis von prasumtiv (multi-)resistenten Pseudomonaden
erfolgte in drei der untersuchten elf Proben. Folglich konnten aus acht der untersuchten Proben
keine Bakterien der Gattung Pseudomonas isoliert werden. Dies entspricht einem Anteil von 73 %.
In Bezug auf den Anteil der Proben aus denen die jeweilige Spezies isoliert wurde, gibt Abb. 18
Auskunft. In jeweils zwei Proben (entspricht je 18 %) wurden P. putida bzw. P. fulva nachgewiesen.

Aus einer Probe (entspricht 9 %) wurde P. monteilii isoliert.

Seite 65



5. Ergebnisse

10
M Proben ohne Befund
8:73% B P. putida
8
| P. fulva
c W P. monteilii
1]
Qo
© 6
a.
=
S
C
< 4
2;18% 2;18%
2
- - -
; ]
Spezies

Abb. 18: Anzahl und prozentualer Anteil der elf Fischproben aus denen die jeweilige Spezies der
Gattung Pseudomonas isoliert wurde.

5.2.6 Warengruppe pflanzliche Lebensmittel

Die Warengruppe der im Rahmen dieser Arbeit untersuchten pflanzlichen Lebensmittel umfasste
insgesamt 51 Proben welche mittels des hier beschriebenen Nachweis- und Zahlverfahrens
untersucht wurden. Es konnten aus 31 der 51 Proben Pseudomonaden isoliert werden. Mittels
Resistenztestungen konnten von diesen 31 Proben in 23 untersuchten pflanzlichen Lebensmitteln
die Anwesenheit prasumtiv (multi-)resistenter Pseudomonaden bestatigt werden. 20 der
untersuchten Proben enthielten keine Pseudomonaden. Dies entspricht einem Anteil von 39 %. Die
Anzahl der Proben aus denen die jeweiligen Isolate gewonnen wurden, ist in Abb. 19 aufgefihrt.
P. koreensis wurde in neun Proben (entspricht 18 %) nachgewiesen. Die Spezies P. corrugata wurde
insgesamt in sechs (entspricht 12 %) und die Spezies P. flavescens in drei (6 %) der untersuchten
Proben identifiziert. P. putida, P. fulva, P. aeruginosa, P. fluorescens und P. chlororaphis konnten je
zweimal (entspricht jeweils 4 %) in den untersuchten pflanzlichen Lebensmitteln nachgewiesen
werden. Aus je einer der untersuchten Proben wurden P. synxantha, P. gessardii, P. oleovorans und,
nicht ndher mittels MALDI-TOF-MS identifizierbar, die Isolate ,Pseudomonas spp.“ und

,Pseudomonas” gewonnen. Dies entspricht jeweils einem Anteil von 2 %.
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Abb. 19: Anzahl und prozentualer Anteil der 51 untersuchten pflanzlichen Lebensmittel aus denen
die jeweilige Spezies isoliert wurde.

|H

5.2.7 Warengruppe ,diverse weitere Lebensmitte

Ill

Die Warengruppe ,diverse weitere Lebensmittel” umfasst vorrangig Lebensmittel, welche bei
Routineuntersuchungen im Institut fir Hygiene und Umwelt (Hamburg) auffillig waren. Dies
bezieht insbesondere sensorische Abweichungen (u.a. Geruch und Aussehen) mit ein. Zudem
handelt es sich zum Teil um Verdachtsproben, bei denen zum Beispiel Auffilligkeiten im
Lebensmittelbetrieb zu einer Probenahme gefiihrt haben. Sieben der acht im Rahmen dieser Arbeit
untersuchten Anlassproben entfallen auf die hier beschriebene Kategorie. Insgesamt umfasst diese
Warengruppe , diverse weitere Lebensmittel” 16 Proben. Es handelte sich hier um neun Planproben
und sechs Verdachtsproben sowie eine Verfolgsprobe. Aus sechs der 16 untersuchten Proben bzw.
sechs der neun randomisierten Planproben konnten prasumtiv (multi-)resistente Bakterien der
Gattung Pseudomonas nachgewiesen werden. In zehn bzw. drei randomisierten Proben der
Warengruppe ,diverse weitere Lebensmittel” konnten keine Pseudomonaden nachgewiesen
werden. Dies entspricht einem Anteil von 63 % bzw. 33 %. Folglich wurden in keiner der sieben
untersuchten Anlassproben prasumtiv (multi-)resistente Pseudomonaden nachgewiesen. In zwei
Proben (entspricht 13 % bzw. 22 %) wurde P. koreensis und in jeweils einer Probe (je 6 % bzw. 11 %)

wurden die Spezies P. putida, P. fulva, P.aeruginosa, P.fragi, P. monteilii, P. guariconensis,

P. chlororaphis und P. rhodesiae identifiziert. Abb. 20 und Abb. 21 geben hiertiber Auskunft.
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Abb. 20: Anzahl und prozentuale Verteilung der 16 untersuchten Proben der Warengruppe
»diverse weitere Lebensmittel” aus denen die jeweilige Spezies isoliert wurde.
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Abb. 21: Anzahl und prozentuale Verteilung der neun untersuchten randomisierten Proben der
Warengruppe , diverse weitere Lebensmittel” aus denen die jeweilige Spezies isoliert wurde.
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5.3 Quantitative Bestimmungen

Neben dem qualitativen Nachweis prasumtiv resistenter Pseudomonas-lsolate in 25g der
jeweiligen Probe, wurde fiir jedes Lebensmittel auch eine quantitative Analyse durchgefiihrt. Hierzu
wurden, wie in Abschnitt 4.3 beschrieben, je zweimal 0,5 ml der 1:10-Verdinnung jeden
Lebensmittels auf CFC-Agar, CFC-Agar mit 4 mg Imipenem/I, CFC-Agar mit 0,5 mg Ciprofloxacin/I
und CFC-Agar mit 4 mg Netilmicin/l ausplattiert, bei 25 °C fiir 44 h + 4 h inkubiert und anschlieRend
ausgewertet. Die Ergebnisse der quantitativen Analyse der Einzelproben sind in Tab. 33 (siehe
Anhang 9.7) zusammen mit den Ergebnissen der qualitativen Bestimmung aufgefiihrt. Es ist
deutlich sichtbar, dass von den sechs untersuchten Warengruppen die Lebensmittelkategorien

|ll

»,Hackfleisch® und ,pflanzliche Lebensmittel” die hochsten Keimgehalte der prasumtiv

(multi-)resistenten Pseudomonaden aufwiesen.

5.3.1 Hackfleisch

Die prozentuale Verteilung, der aus den einzelnen Hackfleischproben gewonnenen
Pseudomonaden, ist in Abb. 22 dargestellt. Es ist zu sehen, dass aus den analysierten Proben der
Warengruppe Hackfleisch am haufigsten die Spezies P. fulva (40 Isolate, entspricht 43 % der
insgesamt 93 prasumtiv resistenten Hackfleischisolate) gewonnen wurde. 16 Isolate (17 %) zdhlen
zur Spezies P. fragi, 14 (entspricht 15 %) zur Spezies P. aeruginosa und zehn (entspricht 8 %) zur
Spezies P. putida. Die Spezies P.lundensis (vier Isolate; 5 %), P. gessardii (drei Isolate; 3 %),
P. libanensis (zwei Isolate; 2 %) sowie P. monteilii (zwei Isolate; 2 %) wurden ebenfalls
nachgewiesen. Jeweils ein lIsolat (entspricht 1%) zdhlte zu den Spezies P. fluorescens,
P. plecoglossicida, P. rhodesiae und P. koreensis. Ein Isolat (entspricht 1 %) konnte mittels MALDI-

TOF-MS nur als ,,Pseudomonas spp.” bestimmt werden.
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Abb. 22: Prozentuale Verteilung der 93 isolierten prasumtiv (multi-)resistenten Pseudomonaden
aus den untersuchten 35 Hackfleischproben.

Die verschiedenen in den Hackfleischproben bestimmten Spezies und ihre jeweilige Anzahl in Bezug

auf das Nahrmedium, von dem sie gewonnen wurden, sind in Tab. 13 aufgelistet.

Tab. 13: Anzahl der jeweiligen Spezies im Hinblick auf das Nahrmedium von welchem sie aus den
Hackfleischproben isoliert wurden.

Isolierte Spezies

Anzahl der isolierten
Pseudomonaden auf
CFC-Agar mit 4 mg
Imipenem/I

Anzahl der isolierten

Pseudomonaden auf

CFC-Agar mit 0,5 mg
Ciprofloxacin/I

Anzahl der isolierten
Pseudomonaden auf
CFC-Agar mit 4 mg
Netilmicin/I

P. fulva

19

13

8

P. fragi

P. aeruginosa

P. putida

P. lundensis

P. gessardii

P. libanensis

P. monteilii

P. fluorescens

P. plecoglossicida

P. rhodesiae

P. koreensis

R | R | O[R[N |INIW | dMIDNN|IW|O

oO|jlo|jlo|lo|lo|j]o|j]o|Oo|O | |O

oO|oOo|lr,r|OjOjlO|OC|OC|U |0 |V
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Isolierte Spezies

Anzahl der isolierten
Pseudomonaden auf
CFC-Agar mit 4 mg
Imipenem/I

Anzahl der isolierten

Pseudomonaden auf

CFC-Agar mit 0,5 mg
Ciprofloxacin/I

Anzahl der isolierten
Pseudomonaden auf
CFC-Agar mit 4 mg
Netilmicin/I

P. spp.

0

0

1

Zudem wurden fiir die quantitativen Untersuchungen Keimgehalte gemaR Gleichung (9) bestimmt.
Die Ergebnisse dieser Bestimmungen sind fiir die Nahrmedien CFC-Agar ohne zusatzliches
Antibiotikum, CFC-Agar mit 4 mg Imipenem/|, CFC-Agar mit 0,5 mg Ciprofloxacin/l und CFC-Agar
mit 4 mg Netilmicin/Il in Abb. 23 aufgefihrt.

CFC-Agar ohne CFC-Agar mit 4 mg CFC-Agar mit 0,5 mg CFC-Agar mit 4 mg
zusatzliches Antibiotikum Imipenem/I Ciprofloxacin/I Netilmicin/I

35

30

25

2

o

1

(6]

Anzahl Proben

1

o

(9]

Keimgehalte je Nahrmedium

m<10KbE/g m10-100KbE/g m100-1000 KbE/g m>1000 KbE/g

Abb. 23: Bestimmte Pseudomonaden-Keimgehalte und Anzahl Proben je Ndhrmedium fiir die
untersuchten 64 Hackfleischproben.

5.3.2 Sahne

Von 23 untersuchten Sahneproben konnten in neun Proben Pseudomonaden, welche prasumtiv
gegeniber mindestens eines der in den CFC-Nahrbdden verwendeten Antibiotika eine Resistenz
aufwiesen, nachgewiesen werden. Zusammengefasst wurden 26 prasumtiv (multi-)resistente
Pseudomonaden isoliert. Es handelte sich dabei um sieben unterschiedliche Spezies: Bei 50 %
Prozent aller Sahneisolate (insgesamt 13) handelte es sich um P. aeruginosa. Davon stammen elf
Isolate aus einer nicht-randomisierten Verfolgsprobe. Unter Nicht-Beriicksichtigung dieser Probe
ergibt sich ein Anteil von 13 %. Sieben Isolate wurden als P. fulva (entspricht 27 % bzw. 46 %)
identifiziert. Jeweils dreimal (entspricht 11 % bzw. 20 %) wurde P. rhodesiae in den analysierten

Proben der Warengruppe Sahne nachgewiesen. P. frederiksbergensis, P. monteilii und P. putida
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wurden je einmal isoliert (entspricht einem Anteil von je 4% bzw. 7 %). Die prozentualen

Verteilungen sind in Abb. 24 und Abb. 25 graphisch dargestellt.

4%

m P. geruginosa
= P. fulva
m P, rhodesiae
50%
m P. frederiksbergensis

= P. monteilii

m P, putida

Abb. 24: Prozentuale Verteilung der 26 isolierten prasumtiv (multi-)resistenten Pseudomonaden
aus den untersuchten neun Sahneproben.

7%

= P, fulva
= P. rhodesiae

m P. geruginosa
46%

m P. frederiksbergensis
13%
m P. monteilii

m P. putida

Abb. 25: Prozentuale Verteilung der 15 isolierten prasumtiv (multi-)resistenten Pseudomonaden
aus den untersuchten acht randomisierten Sahneproben.
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Die aus den untersuchten Sahneproben isolierten Spezies und die Anzahl, mit der sie vom jeweiligen

Nahrmedium gewonnen werden konnten, sind in Tab. 14 aufgelistet.

Tab. 14: Anzahl der jeweiligen Spezies im Hinblick auf die Ndhrmedien von welchen sie aus den
Sahneproben isoliert wurden.

Isolierte Spezies

Anzahl der isolierten
Pseudomonaden auf
CFC-Agar mit 4 mg
Imipenem/I

Anzahl der isolierten

Pseudomonaden auf

CFC-Agar mit 0,5 mg
Ciprofloxacin/I

Anzahl der isolierten
Pseudomonaden auf
CFC-Agar mit 4 mg
Netilmicin/I

P. aeruginosa

5 (davon 5 aus der

2 (davon 2 aus der

6 (davon 4 aus der

Verfolgsprobe) Verfolgsprobe Verfolgsprobe)
P. fulva 1 3 3
P. rhodesiae 2 0
P. frederiksbergensis 1 0 0
P. monteilii 0 0 1
P. putida 0 0 1

Zudem wurden fir die quantitativen Bestimmungen die Keimgehalte fiir jede untersuchte Probe

und die Ndhrmedien CFC-Agar ohne zusatzliches Antibiotikum, CFC-Agar mit 4 mg Imipenem/I|, CFC-

Agar mit 0,5 mg Ciprofloxacin/l und CFC-Agar mit 4 mg Netilmicin/l gemaR Gleichung (9) berechnet.

Dies ist fiir die 23 untersuchten Sahneproben in Abb. 26 sowie fir die randomisierten 22

untersuchten Sahneproben in Abb. 27 graphisch dargestellt.
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Abb. 26: Anzahl der Proben und ihre bestimmten Pseudomonaden-Keimgehalte je Nahrmedium fiir
die untersuchten 23 Sahneproben.
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Abb. 27: Anzahl der Proben und ihre bestimmten Pseudomonaden-Keimgehalte je Nahrmedium fiir
die untersuchten 22 randomisierten Sahneproben.

5.3.3 Lachs
Mit neun Isolaten (entspricht 53 % von insgesamt 17 Pseudomonaden) aus 19 Lachsproben wurde

P. fulva am haufigsten nachgewiesen. Der Nachweis von P. putida erfolgte viermal (entspricht 23 %).
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P. monteilii wurde zweimal (entspricht 12 %) isoliert. P. fragi bzw. P. koreensis wurden je einmal

(entspricht 6 %) gewonnen. Diese Verteilung ist in Abb. 28 graphisch dargestellt.

6%

53%

= P. fulva

= P. putida

= P. monteilii
m P. fragi

m P. koreensis

Abb. 28: Prozentuale Verteilung der 17 isolierten prasumtiv (multi-)resistenten Pseudomonaden
aus den untersuchten 19 Lachsproben.

Die aus den untersuchten Lachsproben isolierten Spezies und die Anzahl, mit der sie vom jeweiligen

Nahrmedium gewonnen werden konnten, sind in Tab. 15 aufgelistet.

Tab. 15: Anzahl der jeweiligen Spezies im Hinblick auf die Nahrmedien von welchen sie aus den
Lachsproben isoliert wurden.

Isolierte Spezies

Anzahl der isolierten
Pseudomonaden auf
CFC-Agar mit 4 mg

Anzahl der isolierten
Pseudomonaden auf
CFC-Agar mit 0,5 mg

Anzahl der isolierten
Pseudomonaden auf
CFC-Agar mit 4 mg

Imipenem/I Ciprofloxacin/I Netilmicin/I
P. fulva 4 2 3
P. putida 0 1 3
P. monteilii 1 0 1
P. fragi 0 0 1
P. koreensis 1 0 0

Die fir die quantitativen Untersuchung der 19 Lachsproben gemaR Gleichung (9) bestimmten

Keimgehalte fir jede untersuchte Probe und die Nahrmedien CFC-Agar ohne zusatzliches

Antibiotikum, CFC-Agar mit 4 mg Imipenem/|, CFC-Agar mit 0,5 mg Ciprofloxacin/l und CFC-Agar

mit 4 mg Netilmicin/I sind in Abb. 29 gezeigt.
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: Il- III |I- I-l

CFC-Agar ohne zusatzliches CFC-Agar mit 4 mg CFC-Agar mit 0,5 mg CFC-Agar mit 4 mg
Antibiotikum Imipenem/I Ciprofloxacin/I Netilmicin/I
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Keimgehalte je Nahrmedium

W <10 KbE/g ® 10 bis 100 KbE/g m>100 KbE/g

Abb. 29: Anzahl der Proben und ihre bestimmten Pseudomonaden-Keimgehalte je Nahrmedium fiir
die 19 untersuchten Lachsproben.

5.3.4 weitere Fischproben

Im Rahmen dieser Arbeit wurden insgesamt elf weitere Fischproben untersucht. In
zusammengefasst acht dieser Proben konnten keine Pseudomonaden nachgewiesen werden. Dies
entspricht einem Anteil von 73 %. Aus drei der analysierten Proben (entspricht 27 %) wurden
prasumtiv resistente Pseudomonaden isoliert: Sechsmal (entspricht 50 % aller Isolate dieser
Matrixgruppe) wurde die Spezies P. putida, flinfmal (entspricht 42 %) die Spezies P. fulva und

einmal die Spezies P. monteilii (entspricht 8 %) identifiziert. Dies ist in Abb. 30 dargestellt.
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42%

8%

50%

u P, putida
u P. fulva

m P. monteilii

Abb. 30: Prozentuale Verteilung der zw6lf isolierten prasumtiv (multi-)resistenten
Pseudomonaden aus den untersuchten elf weiteren Fischproben.

Bezogen auf das jeweilige Nahrmedium von dem die entsprechende Spezies gewonnen wurden,

ergibt sich die in Tab. 16 gezeigte Verteilung.

Tab. 16: Anzahl der jeweiligen Spezies im Hinblick auf die Ndhrmedien von welchen sie gewonnen

wurden.

Isolierte Spezies

Anzahl der isolierten
Pseudomonaden auf
CFC-Agar mit 4 mg

Anzahl der isolierten
Pseudomonaden auf
CFC-Agar mit 0,5 mg

Anzahl der isolierten
Pseudomonaden auf
CFC-Agar mit 4 mg

Imipenem /I Ciprofloxacin/I Netilmicin/I
P. putida 4 2 0
P. fulva 0 2 3
P. monteilii 0 0 1

Des Weiteren wurden fir die quantitativen Bestimmungen die Keimgehalte fiir jede untersuchte

Probe der Lebensmittelkategorie ,weitere Fischproben” und die Nahrmedien CFC-Agar ohne

zusatzliches Antibiotikum, CFC-Agar mit 4 mg Imipenem/|, CFC-Agar mit 0,5 mg Ciprofloxacin/l und

CFC-Agar mit 4 mg Netilmicin/l gemaR Gleichung (9) berechnet. Dies ist in Abb. 31 graphisch

dargestellt.
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Abb. 31: Anzahl der Proben und ihre jeweils bestimmten Pseudomonaden-Keimgehalte je
Nahrmedium fiir die elf untersuchten Proben der Lebensmittelkategorie ,weitere Fischproben”.

5.3.5 pflanzliche Lebensmittel

Mit elf Isolaten (entspricht 27 % der insgesamt 40 Pseudomonas-Isolate) aus 51 Proben dieser
Lebensmittelmatrix wurde P. koreensis am héaufigsten nachgewiesen. Die Spezies P. corrugata
wurde sechsmal (entspricht 15 %) identifiziert und die Spezies P. fulva sowie P. flavescens jeweils
viermal (entspricht je 10 %). P. aeruginosa konnte dreimal (7 %) nachgewiesen werden. Die Spezies
P. putida, P. fluorescens, und P. chlororaphis wurden je zweimal (entspricht 5 %) mittels MALDI-
TOF-MS  identifiziert. Zwei Isolate (ebenfalls 5%) konnten dabei nur als
,Pseudomonas spp.” bestimmt werden. P.synxantha, P. gessardii, P. brassicacearum,
P. oleovorans und nicht ndher definiert , Pseudomonas” wurden jeweils einmal (entspricht 2 %)

nachgewiesen. Diese Zusammenhange sind in Abb. 32 graphisch dargestellt.
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Abb. 32: Prozentuale Verteilung der 40 isolierten prasumtiv (multi-)resistenten Pseudomonaden
aus den untersuchten 51 Proben der Warengruppe ,pflanzliche Lebensmittel”.

Bezogen auf das jeweilige Nahrmedium, von dem sie gewonnen wurden, ergibt sich die in Tab. 17

gezeigte Verteilung.

Tab. 17: Anzahl der jeweils isolierten Spezies aus der Lebensmittelkategorie ,pflanzliche
Lebensmittel” im Hinblick auf die Nahrmedien von welchen sie gewonnen wurden.

Isolierte Spezies

Anzahl der isolierten
Pseudomonaden auf
CFC-Agar mit 4 mg
Imipenem /I

Anzahl der isolierten

Pseudomonaden auf

CFC-Agar mit 0,5 mg
Ciprofloxacin/I

Anzahl der isolierten
Pseudomonaden auf
CFC-Agar mit4 mg
Netilmicin/I

P. koreensis

1

2

P. corrugata

P. fulva

P. flavescens

P. aeruginosa

P. putida

P. fluorescens

P. chlororaphis

Pseudomonas spp.

P. synxantha

P. gessardii

P. oleovorans

Pseudomonas
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Die fiir die quantitative Untersuchung der 51 pflanzlichen Lebensmittelproben gemaR Gleichung (9)
bestimmten Keimgehalte fir jede untersuchte Probe und die Ndhrmedien CFC-Agar ohne
zusatzliches Antibiotikum, CFC-Agar mit 4 mg Imipenem/|, CFC-Agar mit 0,5 mg Ciprofloxacin/l und

CFC-Agar mit 4 mg Netilmicin/l sind in Abb. 33 gezeigt.
25

0

CFC-Agar ohne CFC-Agar mit 4 mg CFC-Agar mit 0,5 mg CFC-Agar mit 4 mg
zuséatzliches Antibiotikum Imipenem/| Ciprofloxacin/I Netilmicin/I

| N
(2] o

Anzahl Proben
-
o

Keimgehalte je Ndhrmedium

W <10 KbE/g ® 10 bis 100 KbE/g m>100 KbE/g

Abb. 33: Anzahl der Proben und ihre jeweils bestimmten Pseudomonaden-Keimgehalte je
Ndhrmedium fiir die 51 pflanzlichen Lebensmittelproben.

5.3.6 Diverse weitere Lebensmittel

Die Spezies P. putida wurde dreimal (entspricht 20 % der Pseudomonas-Isolate) in 16 Proben bzw.
neun randomisierten Proben dieser Matrixgruppe isoliert. P. aeruginosa, P. fulva, P. guariconensis
und P. koreensis wurden je zweimal (13 %) isoliert. Jeweils einmal (je 7 %) wurden die Spezies
P. rhodesiae, P. chlororaphis, P. monteilii und P. fragi aus den Lebensmitteln gewonnen. Diese

Zusammenhange sind in Abb. 34 graphisch aufgefihrt.
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7%

= P. putida
= P. geruginosa
m P. fulva
m P, guariconensis
7% m P. koreensis
13% m P. rhodesiae

= P. chlororaphis

P. monteilii

13% = P. fragi

13%

Abb. 34: Prozentuale Verteilung der 15 isolierten prasumtiv (multi-)resistenten Pseudomonaden
aus den untersuchten sechs Proben der Warengruppe , diverse weitere Lebensmittel”.

Tab. 18 fiihrt die isolierten Spezies in Zusammenhang mit dem jeweiligen Nahrmedium, von
welchem sie isoliert wurden, auf.

Tab. 18: Anzahl der jeweils isolierten Spezies der pflanzlichen Lebensmittelproben in Bezug auf die
Ndhrmedien von welchen sie gewonnen wurden.

Isolierte Spezies

Anzahl der isolierten
Pseudomonaden auf
CFC-Agar mit 4 mg
Imipenem/I

Anzahl der isolierten

Pseudomonaden auf

CFC-Agar mit 0,5 mg
Ciprofloxacin/I

Anzahl der isolierten
Pseudomonaden auf
CFC-Agar mit 4 mg
Netilmicin/I

P. putida

2

0

1

P. aeruginosa

P. fulva

P. guariconensis

P. koreensis

P. rhodesiae

P. chlororaphis

P. monteilii

P. fragi

1
1
0
1
0
1
1
1

O |lO0O|  O|O0 | O |k |k

OO |  O|Fr |k, |k, |O

Im Rahmen der quantitativen Untersuchung der 16 bzw. neun randomisierte Proben der Kategorie

|II

»diverse weitere Lebensmittel” wurden die Keimgehalte fiir jede untersuchte Probe und die

Nihrmedien CFC ohne zuséatzliches Antibiotikum, CFC-Agar mit 4 mg Imipenem/I, CFC-Agar mit
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0,5 mg Ciprofloxacin/l und CFC-Agar mit 4 mg Netilmicin/I gemaR Gleichung (9) bestimmt. Sie sind
nachfolgend in Abb. 35 und Abb. 36 graphisch dargestellt.

16

14

= =
o N

Anzahl Proben
o]

6
4
2
0
CFC-Agar ohne CFC-Agar mit 4 mg CFC-Agar mit 0,5 mg CFC-Agar mit 4 mg
zusatzliches Antibiotikum Imipenem/| Ciprofloxacin/I Netilmicin/I

Keimgehalte je Nahrmedium

m<10KbE/g ® 10 bis 100 KbE/g m>100 KbE/g

Abb. 35: Anzahl der Proben und ihre jeweils bestimmten Pseudomonaden-Keimgehalte je
Ndhrmedium fiir die 16 Proben der Lebensmittelkategorie ,diverse weitere Lebensmittel”.

16

= = =
o N e

Anzahl Proben
(0]

6
4
2
0
CFC-Agar ohne CFC-Agar mit 4 mg CFC-Agar mit 0,5 mg CFC-Agar mit 4 mg
zusatzliches Antibiotikum Imipenem/| Ciprofloxacin/I Netilmicin/I

Keimgehalte je Ndhrmedium

M <10KbE/g ™10 bis 100 KbE/g m>100 KbE/g
Abb. 36: Anzahl der Proben und ihre jeweils bestimmten Pseudomonaden-Keimgehalte je

Ndhrmedium fiir die randomisierten neun Proben der Lebensmittelkategorie , diverse weitere
Lebensmittel”.
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5.4 Bestimmung der minimalen-Hemmkonzentrationen

Die minimale Hemmkonzentration (MHK) wurde fir alle 26 Stamme der vorliegenden
Stammsammlung sowie alle 211 aus den 184 untersuchten Lebensmitteln gewonnenen Isolate
bestimmt. Dies erfolgte wie in Abschnitt 4.7 beschrieben. Fiir jedes Isolat wurde die MHK fir die
Antibiotika Imipenem, Ciprofloxacin und Netilmicin bestimmt. Die Ergebnisse der MHK-
Bestimmungen flr alle 237 untersuchten Stimme sind in Tab. 34 (siehe Abschnitt 9.8) aufgefiihrt.
Dabei wird ersichtlich, dass die getesteten Stamme der Spezies P. aeruginosa hohere MHKs
aufweisen als die anderen Spezies. Fur die Spezies P. aeruginosa liegen die ECOFFS bei 4 mg/|
(sowohl Imipenem als auch Netilmicin) bzw. 0,5 mg/| (Ciprofloxacin) [EUCAST, 2022]. Ebenfalls
besonders auffallig war ein Isolat der Spezies P. putida. Die bestimmten MHK-Werte der drei
getesteten Antibiotika sind fiir jeden P. aeruginosa- und den einen P. putida-Stamm in Tab. 19
aufgefiihrt. Dabei sind die Isolate, bei denen die jeweils bestimmte MHK den ECOFF Ubersteigt mit

einem ,*“ markiert.
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Tab. 19: Minimale Hemmkonzentration der aus den Lebensmittelproben isolierten resistenten
Pseudomonas-Stamme.

Isolat Spezies Lebensmittel, aus MHK MHK MHK
denen das Isolat Imipenem Ciprofloxacin | Netilmicin
gewonnen wurde [mg/1] [mg/1] [mg/I]
D009.A | P. aeruginosa Putenfleisch mit 32* 0,5 32*
D009.B | P. aeruginosa Gewdlrz 16* 0,5 32%
DO14.A | P. putida Héhm”;:i?srrt”“' 64* 1% >256*
HO032.A | P. aeruginosa 16* 1* 64*
H032.B | P. aeruginosa Rinderhack 16* 1* 64*
H032.C | P. aeruginosa 16* 1* 64*
HO34.A | P. aeruginosa 32* 1* 64*
H034.B | P. aeruginosa Tatar 8* 0,5 16*
H034.C | P. aeruginosa 8* 0,5 16*
HO043.D | P. aeruginosa 64* 0,5 64*
HO43.E | P. aeruginosa Rinderhack 16* 0,5 64*
HO43.F | P. aeruginosa 16* 0,5 64*
P002.A | P. aeruginosa >256* 0,5 8*
Tomate

P002.B | P. aeruginosa >256* 2* 16*
P025.A | P. aeruginosa Salatmix 128* 0,5 32%*
S018.A | P. aeruginosa Aufgeschlagene 32* 0,5 32*
S018.B | P. aeruginosa Sahne 32% 0,5 32*
HO57.B | P. aeruginosa 8* 0,5 8*
HO057.C | P. aeruginosa 8* 0,5 8*
HO57.D | P. aeruginosa Schweinehack 8* 1* 8*
HO57.E | P. aeruginosa 8* 0,5 8*
HO57.F | P. aeruginosa 8* 0,5 16*
20-L- P. aeruginosa | Aufgeschaumte Milch 8* 0,5 4
01597
S023.A | P. aeruginosa 8* 0,5 4
S023.B | P. aeruginosa 8* 0,5 4
S023.C | P. aeruginosa 8* 0,5 4
$023.D | P. aeruginosa A“fg‘;;hrizge”e g* 0,5 4
S023.E | P. aeruginosa 8* 0,5 4
S023.F | P. aeruginosa 8* 0,5 8*
S023.G | P. aeruginosa 8* 0,5 4
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Isolat Spezies Lebensmittel, aus MHK MHK MHK
denen das Isolat Imipenem Ciprofloxacin | Netilmicin
gewonnen wurde [mg/I] [mg/l] [mg/I]
S023.H | P. aeruginosa 8* 0,5 8*
S023.1 | P. aeruginosa 8* 0,5 8*
S023.) | P. aeruginosa 8* 0,5 16*
S023.K | P. aeruginosa 8* 0,5 16*

Es wird ersichtlich, dass die MHKs fiir das Antibiotikum Imipenem bei jedem der getesteten Stamme
Uber dem ECOFF von 4 mg/l liegen [EUCAST, 2022]. Bei den MHKs fiir das Antibiotikum
Ciprofloxacin liegen nur sieben der 34 aufgefiihrten Isolate iber dem ECOFF von 0,5 mg/I. Die MHKs
der aufgefuhrten Isolate fir Netilmicin wurden mit Werten bestimmt, die dem ECOFF von 4 mg/|

entsprachen oder Ubertrafen.

Gemall EUCAST liegen zudem fir die P. fluorescens-Gruppe, zu denen u.a. P. koreensis,
P. corrugata, P. rhodesiae, P. gessardii, P. libanensis, P. synxantha und P. fluorescens zahlen, die
ECOFFS fur Ciprofloxacin bei 0,125 mg/l und fur Netilmicin bei 0,5 mg/l [EUCAST, 2022]. Wie in
Tab. 34 (siehe Abschnitt 9.8) zu erkennen ist, sind somit auch weitere im Rahmen dieser Arbeit aus
den untersuchten Lebensmittelproben gewonnene Isolate als moglicherweise resistent
einzuordnen. In der Literatur werden die Bakterien der P. fluorescens-Gruppe liberwiegend in
Zusammenhang mit dem Wachstum von Pflanzen oder dem Lebensmittelverderb beschrieben
[Andreani et al., 2014; Raposo et al., 2017]. Hinweise auf eine Humanpathogenitat von Mitgliedern
der P. fluorescens-Gruppe finden sich jedoch nur selten, sodass der Fokus fiir die hier
beschriebenen folgenden Untersuchungen auf die Spezies P.aeruginosa gelegt wurde

[Scales et al., 2014].

5.5 Ergebnisse des Next Generation Sequencing

Ausgehend von den Ergebnissen der MHK-Bestimmungen wurden nur die 33 Isolate der Spezies
P. aeruginosa sowie ein P. putida-lsolat zur Genomsequenzierung ausgewahlt, da fir diese
durchschnittlich héhere MHK-Werte bestimmt wurden als fir Isolate der Ubrigen Spezies und
zudem insbesondere die Spezies P. aeruginosa die groRere (klinische) Relevanz aufweist
[Al- Grawi et al., 2012; Moradali et al., 2017]. Die Ergebnisse der MHK-Bestimmungen sind in Tab.
19 aufgefiihrt. Die Isolierung der DNA der jeweiligen Stamme erfolgte wie in Abschnitt 4.8.3

beschrieben.
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Fir die Analyse der ausgewahlten 34 Stamme wurden zwei Sequenzierverfahren eingesetzt: Fir
einen Teil der Isolate wurde die Sequenzanalyse mit einem Gerat der Firma PacBio® durchgefiihrt.

Flr die Gbrigen Stamme erfolgte die Sequenzierung mit dem Gerat MiSeq® der Firma Illlumina®.

Flr die Stamme, welche mittels Sequenziergerat der Firma PacBio® gemessen wurden, ergab sich
eine Gesamtzahl bestimmter Basen zwischen 4,6 und 7,1 Mbp. Das Referenzgenom fiir die
Annotierung war P. aeruginosa PAO1. Die Anzahl der Contigs lag zwischen 2 und 7. Die Coverage
betrug gemittelt 63 % (45-81 %). Je nach sequenziertem Stamm wurden, unter Bezugnahme auf
das Referenzgenom 0 bis 2278 SNPs bestimmt. Der Anteil nicht zuzuordnender Sequenzen lag bei
gerundet 0,3 bis 0,9 Mbp. Die fir die Auswertungen genutzten Programme sind in den

betreffenden Abschnitten und in Anhang 9.9 angegeben.

Bei den Lebensmittelisolaten, welche mit Hilfe des Gerats MiSeq® der Firma lllumina® sequenziert
wurden, wurde als Sequenziermethode die paired-end reads (2x 300 bp) gewahlt. Die GenomgréRe
lag fur die 24 sequenzierten Lebensmittelisolate zwischen 6,1 und 6,8 Mbp. Fiir die Annotierung
wurde als Referenzgenom ebenfalls P. aeruginosa PAO1 verwendet Die Anzahl der Contigs lag
zwischen 54 und 733. Die Coverage betrug gemittelt 62 % (52-71%). Bezogen auf das
Referenzgenom wurden je nach sequenziertem Stamm 0 bis 17712 SNPs ermittelt. Der Anteil nicht
zuzuordnender Sequenzen lag bei gerundet 0,3 bis 0,9 Mbp. Da das Vorkommen von Plasmiden in
Bakterien der Gattung Pseudomonas in der Literatur als ubiquitar beschrieben wird, wurde auch
das Vorhandensein von Plasmiden untersucht [Boronin, 1992]. Mit Hilfe der Software ,ABRicate
Plasmid Finder” (Version 1.0.1) wurden fir einige der 24 Lebensmittelisolate, welche mittels
MiSeq® sequenziert wurden, Bruchstiicke plasmidalen Ursprungs detektiert. Weitere fir die
Auswertungen genutzte Programme sind in den jeweiligen Abschnitten und in Anhang 9.9

aufgefihrt.

Die Aufteilung der 34 Pseudomonas-Lebensmittelisolate auf die beiden Sequenziergerdte, die
Analytik einzelner Referenzgene, Plasmide und Phylogenetik der jeweiligen Stamme wird im
Folgenden ndher beschrieben. Die jeweiligen Qualitatsparameter fiir jedes sequenzierte Isolat sind

in Anhang 9.10 aufgefiihrt.

5.5.1 Ergebnisse PacBio® SMRT

Die Isolate P002.A, P025.A, S018.A, S018.B, D009.A, H032.A, H032.B, H034.A, HO34.B und H043.D
(alle P. aeruginosa) wurden am Forschungszentrum Borstel (Schleswig-Holstein) mittels PacBio®
sequenziert. Fir die Auswertung wurde die Software ,SMRT Link“ (Version 9.0) des
Gerateherstellers sowie die Pipeline Bakcharak (Version 2.0) des Bundesinstituts fir

Risikobewertung verwendet [PacBio, 2021a; BfR, 2021]. Die einzelnen Resistenzgene wurden mit
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Hilfe der in der Pipeline Bakcharak integrierten Software ABRicate (Version 1.0.1) bestimmt
[BfR, 2021]. Die folgende Tabelle listet die in den Stimmen nachgewiesenen Resistenzgene, ihre
verursachte Resistenz und die jeweiligen Isolate, welche das entsprechende Resistenzgen

beinhalten, auf [Poole, 2005; Poole 2011; Papp - Wallace et al., 2020; Lin et al., 2022].
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Tab. 20: Nachgewiesene Resistenzgene von zehn P. aeruginosa-Lebensmittelisolaten nach

Sequenzierung mittels PacBio®.

Resistenzgen Isolat Verursachte Resistenz
gegeniiber
P002.A; P025.A; SO18.A, Aminoglvkosiden
aph(3')-1lb 5018.8; D00S.A, HO32.A; (u.a Kanamgc\:/in Neomycin
P H032.B; HO34.A; HO34.B, e Zom' cin) yein,
H043.D ptomy
blaOXAss P002.A; P025.A; HO43.D B-Laktamen (Klasse D)
S018.A; S018.B; DO09.A;
blaOXAso HO32.A; H032.B; HO34.A B-Laktamen (Klasse D)
blaOXAss7 P002.A B-Laktamen (Klasse D)
blaOXAso4 H034.B B-Laktamen (Klasse D)
blaPDC; P002.A B-Laktamen (Klasse C)
blaPDC; P025.A; DO09.A B-Laktamen (Klasse C)
blaPDCs H034.B; H043.D B-Laktamen (Klasse C)
S018.A; S018.B; H032.A;
blaPDCs H032.8; H034.A B-Laktamen (Klasse C)
P002.A; P0O25.A; S018.B; Chloramphenicol
catB7 HO032.A; H032.B; HO34.A; (Chloramphenicol-
H034.B Acetyltransferase)
COrR P002.A; PO25.A; S018.B; (zusammen mit cprs)
p H032.B; HO34.A; HO34.B P
orS P002.A; P025.A; S018.B; Polvmyxin
P HO32.B; HO34.A; H034.B ymy
o P002.A; PO02.B; PO25.A; CILF’S:TL‘L’S;'QH
P S018.A; S018.B; DO09.A P . ’
Phosphorylierung
P002.A; P025.A; S018.B; Fosfomycin-Resistenzprotein
fosA HO032.A; H032.B; HO34.A; (bindet Glutathion an
HO034.B Fosfomycin)
P002.A; PO25.A; SO18.A;
mexA S018.B; D009.A; HO32.A; Efflux von B-Laktamen und
H032.B; HO34.A; HO34.B; Fluorchinolonen
H043.D
P002.A; PO25.A; SO18.A;
mexE S018.B; D009.A; HO32.A; Efflux von Chinolonen
H032.B; HO34.A; HO34.B; (u. a. Ciprofloxacin)
H043.D
P002.A; PO25.A; SO18.A;
S018.B; D009.A; HO32.A; . .
mexX H032.B: H034.A: H034.B; Efflux von Aminoglykosiden
H043.D

*Verweis auf Abschnitt 7.1
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5.5.2 Ergebnisse lllumina MiSeq®

Die Isolate 20-L-01597, D009.B, H032.C, H034.C, H043.E, H043.F, H057.B, H057.C, H057.D, HO57.E,
HO57.F, P002.B, S023.A, S023.B, S023.C, S023.D, S023.E, S023.F, S023.G, S023.H, S023.I, S023.J,
S023.K (alle P. aeruginosa) und DO14.A (P. putida) wurden im Labor von Dr. Christian Schafers am
Institut fir Hygiene und Umwelt (Hamburg) mittels lllumina MiSeg® sequenziert. Es wurde die
Pipeline Bakcharak (Version 2.0), welche fiir die Analyse der Resistenzgene auf die Software
ABRicate (Version 1.0.1) zuriickgreift, fir die Auswertung verwendet [BfR, 2021]. Zudem wurde
Gebrauch von der Software MultiQC gemacht (Version 1.9) [Ewels et al., 2016]. In der folgenden
Tabelle sind die nachgewiesenen Resistenzgene der Sequenzierung, die Isolate, welche das
jeweilige Resistenzgen beinhalten, sowie die verursachte Resistenz aufgelistet [Poole, 2005;
Poole 2011; Papp-Wallace et al., 2020; Lin et al., 2022]. Die ausschlieRRlich mit Hilfe der Software
MultiQC gewonnenen Daten sind mit einem ,,*“ markiert.

Tab. 21: Nachgewiesene Resistenzgene von 24 P. aeruginosa-Lebensmittelisolaten nach

Sequenzierung mittels lllumina MiSeq®.

Resistenzgen Isolat Verursachte Resistenz
gegeniiber

20-L-1597-1-1; D009.B;
H032.C; HO034.C; HO43.E;
HO43.F; HO57.B; HO57.C;
HO057.D; HO57.E; HO57.F;
P002.B; S023.A; S023.B;
S023.C; S023.D; S023.E;
S023.F; S023.G; S023.H;
S023.1; S023.J; S023.K

Aminoglykosiden
aph(3')-1lb (u. a. Kanamycin, Neomycin,

Streptomycin)

20-L-1597-1-1; D009.B;
H032.C; HO34.C; HO57.F;
S023.A; S023.B; S023.C;
S023.D; S023.E; S023.F;
S023.G; S023.H; S023.1;
S023.J; S023.K

blaOXAso B-Laktamen (Klasse D)

HO43.E; HO43.F; HO57.B;
blaOXAuss HO057.C; HO57.D; HO57.E; B-Laktamen (Klasse D)
P002.B

20-L-1597-1-1; HO57.B;
blaOXAss7 HO057.C; HO57.D; HO57.E; B-Laktamen (Klasse D)
HO57.F; P002.B

blaOXAgp4 HO043.D; HO43.E; HO43.F B-Laktamen (Klasse D)

20-L-1597-1-1; HO57.B;
blaPDC; H057.C; HO57.D; HO57.E; B-Laktamen (Klasse C)
HO57.F; P0O02.B

blaPDC;120 20-L-1597-1-1; HO57.F B-Laktamen (Klasse C)
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Resistenzgen

Isolat

Verursachte Resistenz
gegeniiber

blaPDC3

20-L-1597-1-1; DO09.B;
HO57.F

B-Laktamen (Klasse C)

blaPDCs

HO43.E; HO43.F

B-Laktamen (Klasse C)

blaPDCs

H032.C; H034.C; S023.A,;

S023.B; S023.C; S023.D;

S023.E; S023.F; S023.G;

S023.H; S023.1; S023.J;
S023.K

B-Laktamen (Klasse C)

catB7

20-L-1597-1-1; D009.B;
H032.C; HO34.C; HO43.E;
HO43.F; H057.B; HO57.C;
HO57.D; HO57.E; HO57.F;
P002.B; S023.A; S023.B;
5023.C; S023.D; S023.E;
S023.F; S023.G; S023.H;
S023.1; S023.J; S023.K

Chloramphenicol
(Chloramphenicol-
Acetyltransferase)

cprR

20-L-1597-1-1; DO09.B;
H032.C; H034.C; HO43.E;
HO43.F; H057.B; HO57.C;
HO057.D; HO57.E; HO57.F;
P002.B; S023.A; S023.B;
S023.C; S023.D; S023.E;
S023.F; S023.G; S023.H;
S023.1; S023.J; S023.K

(zusammen mit cprS)

cprS

20-L-1597-1-1; DO09.B;
H032.C; H034.C; HO43.E;
HO43.F; H057.B; HO57.C;
HO057.D; HO57.E; HO57.F;
P002.B; S023.A; S023.B;
S023.C; S023.D; S023.E;
S023.F; S023.G; S023.H;
S023.1; S023.J; S023.K

Polymyxin

crpP*

20-L-1597-1-1; HO57.B;
HO057.C; HO57.D; HO57.E;
HO57.F; P0O02.B; S023.A;
S023.B; S023.C; S023.D;
S023.E; S023.F; S023.G;
S023.H; S023.1; S023.J;
S023.K

Ciprofloxacin®;
plasmidkodiert;
Phosphorylierung

*Verweis auf Abschnitt 7.1
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Resistenzgen

Isolat

Verursachte Resistenz
gegeniiber

fosA

20-L-1597-1-1; D009.B;
H032.C; HO034.C; HO43.E;
HO43.F;, H057.B; HO57.C;
HO57.D; HO57.E; HO57.F;
P002.B; S023.A; S023.B;
5023.C; S023.D; S023.E;
S023.F; S023.G; S023.H;
S023.1; S023.J; S023.K

Fosfomycin-Resistenzprotein
(bindet Glutathion an
Fosfomycin)

mexA

20-L-1597-1-1; D009.B;
H032.C; H034.C; HO43.E;
HO43.F; H057.B; HO57.C;
H057.D; HO57.E; HO57.F;
P002.B; S023.A; S023.B;
$023.C; S023.D; S023.E;
S023.F; S023.G; S023.H;
S023.1; S023.J; S023.K

Membranfusionsprotein; Teil
des Efflux-Systems

MexAB-OprM;

Efflux von B-Laktamen und
Fluorchinolonen

mexB*

20-L-1597-1-1; D009.B;
H032.C; HO034.C; HO43.E;
HO43.F; HO57.B; HO57.C;
HO057.D; HO57.E; HO57.F;
P002.B; S023.A; S023.B;
S023.C; S023.D; S023.E;
S023.F; S023.G; S023.H;
S023.1; S023.J; S023.K

RND-Komponente; Teil des
Efflux-Systems

MexAB-OprM;

Efflux von B-Laktamen und
Fluorchinolonen

mexC*

20-L-1597-1-1; D009.B;
H032.C; HO034.C; HO43.E;
HO43.F; H057.B; HO57.C;
HO57.D; HO57.E; HO57.F;
P002.B; S023.A; S023.B;
$023.C; S023.D; S023.E;
S023.F; S023.G; S023.H;
S023.1; S023.J; S023.K

Membranfusionsprotein; Teil
des Efflux-Systems

MexCD-OprlJ;
Efflux von B-Laktamen

mexD*

20-L-1597-1-1; D009.B;
H032.C; H034.C; HO43.E;
HO43.F; H057.B; HO57.C;
H057.D; HO57.E; HO57.F;
P002.B; S023.A; S023.B;
$023.C; S023.D; S023.E;
S023.F; S023.G; S023.H;
S023.1; S023.J; S023.K

RND-Komponente; Teil des
Efflux-Systems

MexCD-Opr]J;
Efflux von B-Laktamen
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Resistenzgen

Isolat

Verursachte Resistenz
gegeniiber

mexE

20-L-1597-1-1; D009.B;
D014.A; H032.C; H034.C;
HO43.E; H043.F; H057.B;
HO057.C; HO57.D; HO57.E;
HO57.F; P002.B; S023.A;
S023.B; S023.C; S023.D;
S023.E; S023.F; S023.G;
S023.H; S023.1; S023.J;
S023.K

Membranfusionsprotein; Teil
des Efflux-Systems

MexEF-OprN;
Efflux von Chinolonen

mexF*

20-L-1597-1-1; D009.B;
H032.C; H034.C; HO43.E;
HO43.F; H057.B; HO57.C;
HO057.D; HO57.E; HO57.F;
P002.B; S023.A; S023.B;
S023.C; S023.D; S023.E;
S023.F; S023.G; S023.H;
S023.1; S023.J; S023.K

RND-Komponente; Teil des
Efflux-Systems

MexEF-OprN;
Efflux von Chinolonen

mexX

20-L-1597-1-1; D009.B;
H032.C; HO34.C; HO43.E;
HO43.F; H057.B; HO57.C;
HO57.D; HO57.E; HO57.F;
P002.B; S023.A; S023.B;
5023.C; S023.D; S023.E;
S023.F; S023.G; S023.H;
S023.1; S023.J; S023.K

Membranfusionsprotein; Teil
des Efflux-Systems

MexXY-OprM;
Efflux von Aminoglykosiden

mexY*

20-L-1597-1-1; D009.B;
H032.C; HO34.C; HO43.E;
HO43.F; H057.B; HO57.C;
HO57.D; HO57.E; HO57.F;
P002.B; S023.A; S023.B;
S023.C; S023.D; S023.E;
S023.F; S023.G; S023.H;
S023.1; S023.J; S023.K

RND-Komponente; Teil des
Efflux-Systems

MexXY-OprM;

Efflux von Aminoglykosiden

oprlJ*

20-L-1597-1-1; D009.B;
H032.C; H034.C; HO43.E;
HO43.F; H057.B; HO57.C;
H057.D; HO57.E; HO57.F;
P002.B; S023.A; S023.B;
$023.C; S023.D; S023.E;
S023.F; S023.G; S023.H;
S023.1; S023.J; S023.K

AulRenmembranprotein; Teil
der Efflux-Systems

MexCD-OprJ;

Efflux von B-Laktamen
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Resistenzgen Isolat Verursachte Resistenz
gegeniiber
20-1-1597-1-1; D009.B; AuRenmembranprotein; Teil
HO032.C; H034.C; HO43.E; der Efflux-Systeme
HO43.F; HO57.B; HO57.C;
or HO057.D; HO57.E; HOS7.F; MexAB OF(’;MH\L/"T'd MexXY
p P002.B; S023.A; S023.B; privh
S023.C: S023.D: S023.E: Efflux von B-Laktamen und
S023.F: S023.G: S023.H: Fluorchinolonen bzw.
5023.1; 5023.J; S023.K Aminoglykosiden
20-L-1597-1-1; DO09.B;
H032.C; H034.C; HO43.E;
HO043.F; H057.B; H057.C; AulRenmembranprotein; Teil
" H057.D; HO57.E; HO57.F; der Efflux-Systems
opr P002.B; S023.A; 5023.B; MexEF-OprN;
5023.C; 5023.D; S023.E; Efflux von Chinolonen
S023.F; S023.G; S023.H;
S023.1; S023.J; S023.K
ttgA D014.A Putative Effluxpumpe
ttgB D014.A Putative Effluxpumpe

5.5.3 Vergleich phanotypische und genotypische Resistenz der 34 Pseudomonas-

Lebensmittelisolate

Der Vergleich der Ergebnisse der phanotypischen Analytik, welche mittels MHK-Bestimmungen

erhoben wurden, mit denen der genotypischen Bestimmungen ist in Tab. 22 aufgefihrt.

Tab. 22: Vergleich der
P. aeruginosa-Lebensmittelisolate.

phanotypischen und genotypischen Resistenzen der

Lebensmittelisolat

genotypische Resistenz
(bezogen auf Ergebnisse der
Sequenzierung)

phanotypische Resistenz
(bezogen auf Bestimmung
der MHKs)

D00S.A

Imipenem, Ciprofloxacin,
Netilmicin

Imipenem, Ciprofloxacin?,
Netilmicin

D009.B

Imipenem, Ciprofloxacin,
Netilmicin

Imipenem, Ciprofloxacin?,
Netilmicin

D014.A (P. putida)

Imipenem, Ciprofloxacin,

Imipenem, Ciprofloxacin,

Netilmicin

Netilmicin Netilmicin
HO32 A Imipenem, 'C|r>'r(')floxaC|n, Imipenem, 'Clp'ro'floxacm,
Netilmicin Netilmicin
Imipenem, Ciprofloxacin, Imipenem, Ciprofloxacin,
H032.B oo g
Netilmicin Netilmicin
H032.C Imipenem, Ciprofloxacin, Imipenem, Ciprofloxacin,

Netilmicin
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Lebensmittelisolat

genotypische Resistenz
(bezogen auf Ergebnisse der
Sequenzierung)

phanotypische Resistenz
(bezogen auf Bestimmung
der MHKs)

Imipenem, Ciprofloxacin,

Imipenem, Ciprofloxacin,

HO34.A Netilmicin Netilmicin
Imipenem, Ciprofloxacin, Imipenem, Ciprofloxacin?,
HO034.B - g
Netilmicin Netilmicin
Imipenem, Ciprofloxacin, Imipenem, Ciprofloxacin?,
HO34.C S g
Netilmicin Netilmicin
. . . . . . 1
HO43.D Imlpenem,‘C|p‘r<‘Jroxacm, Imipenem, FlprqfloxaC|n ,
Netilmicin Netilmicin
Imipenem, Ciprofloxacin, Imipenem, Ciprofloxacin?,
HO43.E - g
Netilmicin Netilmicin
Imipenem, Ciprofloxacin, Imipenem, Ciprofloxacin?,
HO43.F - g
Netilmicin Netilmicin
Imipenem, Ciprofloxacin, Imipenem, Ciprofloxacin?,
P002.A - g
Netilmicin Netilmicin
Imipenem, Ciprofloxacin, Imipenem, Ciprofloxacin,
P002.B - g
Netilmicin Netilmicin
Imipenem, Ciprofloxacin, Imipenem, Ciprofloxacin?,
P025.A - g
Netilmicin Netilmicin
Imipenem, Ciprofloxacin, Imipenem, Ciprofloxacin?,
S018.A - g
Netilmicin Netilmicin
Imipenem, Ciprofloxacin, Imipenem, Ciprofloxacin?,
S018.B - g
Netilmicin Netilmicin
Imipenem, Ciprofloxacin, Imipenem, Ciprofloxacin?,
HO57.B - g
Netilmicin Netilmicin
Imipenem, Ciprofloxacin, Imipenem, Ciprofloxacin®,
HO57.C - g
Netilmicin Netilmicin
Imipenem, Ciprofloxacin, Imipenem, Ciprofloxacin,
HO057.D - g
Netilmicin Netilmicin
Imipenem, Ciprofloxacin, Imipenem, Ciprofloxacin?,
HO57.E - g
Netilmicin Netilmicin
Imipenem, Ciprofloxacin, Imipenem, Ciprofloxacin®,
HO57.F - g
Netilmicin Netilmicin
. . . . . . 1
20-1-01597 Imlpenem,'ClprgroxaC|n, Imipenem, 'Clp'r(')flzoxacm g
Netilmicin Netilmicin
Imipenem, Ciprofloxacin, Imipenem, Ciprofloxacin®,
S023.A - gy
Netilmicin Netilmicin
. . . . . . 1
S023.B Imipenem, Ciprofloxacin, Imipenem, Ciprofloxacin®,

Netilmicin

Netilmicin?
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Lebensmittelisolat genotypische Resistenz phanotypische Resistenz
(bezogen auf Ergebnisse der (bezogen auf Bestimmung
Sequenzierung) der MHKs)
Imipenem, Ciprofloxacin, Imipenem, Ciprofloxacin?,
S023.C o G
Netilmicin Netilmicin
Imipenem, Ciprofloxacin, Imipenem, Ciprofloxacin?,
S023.D o G
Netilmicin Netilmicin
Imipenem, Ciprofloxacin, Imipenem, Ciprofloxacin?,
S023.E o S
Netilmicin Netilmicin
Imipenem, Ciprofloxacin, Imipenem, Ciprofloxacin?,
S023.F o S
Netilmicin Netilmicin
Imipenem, Ciprofloxacin, Imipenem, Ciprofloxacin?,
S023.G g G
Netilmicin Netilmicin
Imipenem, Ciprofloxacin, Imipenem, Ciprofloxacin?,
S023.H g S
Netilmicin Netilmicin
Imipenem, Ciprofloxacin, Imipenem, Cirofloxacin?,
S023.1 g S
Netilmicin Netilmicin
Imipenem, Ciprofloxacin, Imipenem, Ciprofloxacin?,
S023.J g S
Netilmicin Netilmicin
Imipenem, Ciprofloxacin, Imipenem, Ciprofloxacin?,
S023.K g S
Netilmicin Netilmicin

1 Es wurde der ECOFF von 0,5 mg Ciprofloxacin/I bestimmt.
2 Es wurde der ECOFF von 4 mg Netilmicin/| bestimmt.

Wie zu erkennen ist, unterscheiden sich die Ergebnisse der phanotypischen und genotypischen
Analyse im Bezug auf die Resistenzen folglich nur dadurch, dass fiir einige Isolate die bestimmte
MHK dem jeweiligen ECOFF entspricht und nicht libersteigt. Diese MHKs kénnen im Bereich der
Standardabweichung liegen, da mutmalRlich nicht immer die gleichen Gerate, wie zur Bestimmung

der jeweiligen ECOFFs, verwendet wurden (siehe Anhang 9.2) [Sartorius, 2013].

5.5.4 Nachweis der einzelnen Resistenzgene

Die Berechnung der prozentualen Anteile der jeweiligen Resistenzgene in den folgenden
Abschnitten bezieht sich auf die MLST-Sequenztypen, welche in den entsprechenden untersuchten
Lebensmitteln nachgewiesen werden konnten. Insgesamt lassen sich die 34 untersuchten
Lebensmittelisolate anhand des jeweiligen MLST-Sequenztyps in acht Gruppen einteilen, die
denselben Sequenztyp aufweisen (siehe Abschnitt 5.6.1). Das P. putida-lsolat DO14.A steht dabei
fiir einen der acht Sequenztypen. Zur besseren Vergleichbarkeit werden im Folgenden jedoch nur

die P. aeruginosa-lsolate und die zugehorigen sieben MLST-Sequenztypen in die Berechnungen der
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prozentualen Anteile der Resistenzgene einbezogen. Die Bestimmung der einzelnen Sequenztypen

wird genauer in Abschnitt 5.6.1 beschrieben.

5.5.4.1 Aminoglykosidresistenz

Das Resistenzgen aph(3°)-Ilb, welches fir eine Aminoglykosidresistenz verantwortlich ist, wurde in
allen 33 P. geruginosa-lsolaten der 34 untersuchten Pseudomonas-Stamme nachgewiesen.
Lediglich das Isolat DO14.A wies das Gen aph(3‘)-llb nicht auf. Isolat D0O14.A gehort zur Spezies

P. putida und wurde mit Hilfe des lllumina MiSeq® analysiert.

5.5.4.2 B-Laktamasen

Werden die mittels PacBio® und lllumina MiSeq® erhobenen Daten der Resistenzgene hinsichtlich
des Vorhandenseins von B-Laktamasen zusammengefiihrt, dann wurde das Gen blaOXAso mit vier
(entspricht 57 %) der sieben nachgewiesenen multiresistenten P. aeruginosa-MLST-Sequenztypen
am haufigsten identifiziert. Das Vorhandensein von blaOXA4ss bzw. blaPDCs, wurde in je drei (43 %)

dieser P. aeruginosa-lsolatgruppen bestatigt.

blaOXAssz, blaPDC; bzw. blaPDCs wurde in je zwei (29 %) der sieben Lebensmittelisolatgruppen
nachgewiesen. Die Resistenzgene blaOXAsos, blaPDCs und blaPDCiz wurden in je 14 % (entspricht

einer von sieben MLST-Sequenztypen) der Isolatgruppen identifiziert. Abb. 37 stellt dies graphisch

dar.
60 57 %
50
43 % 43 %
§ 40
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L 30 29% 29% 29%
35
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o 20
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10 I I I
0

blaOXA-50 blaOXA-486 blaPDC-3 blaOXA-847 blaPDC-1  blaPDC-8 blaOXA-904 blaPDC-5 blaPDC-120
R-Laktamase

Abb. 37: Prozentuale Verteilung von B-Laktamasengenen der 33 P. aeruginosa-Lebensmittelisolate
in sieben MLST-Sequenztypen.
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5.5.4.3 Effluxpumpen

Zusatzlich konnten mit Hilfe der NGS-Analysen die Effluxpumpen-Gene mexA, mexB, mexC, mexD,
mexE, mexF, mexX und mexY nachgewiesen werden. Hierbei zeigten sich jedoch starke
Unterschiede bei der Wahl des Sequenziergerdtes in Verbindung mit der anschlielenden
Auswertung: Flr alle 24 P. aeruginosa-Lebensmittelisolate, welche mittels Illumina MiSeq®
sequenziert und der Software ABRicate (Version 1.0.1) ausgewertet wurden, wurde das
Vorhandensein der aufgefiihrten acht Effluxpumpen-Gene bestatigt. Der prozentuale Anteil des
jeweiligen Gens betragt hier fir jedes Isolat bzw. jeden MLST-Sequenztyp folglich 100 %. Mit Hilfe
des Sequenziergerdtes der Firma PacBio® und anschlieRender Auswertung mittels der Software
ABRicate (Version 1.0.1) wurden fiir die zehn sequenzierten P. aeruginosa-lsolate jedoch nur die
Gene mexA, mexB sowie mexX nachgewiesen. Auch dies entspricht einem prozentualen Anteil von
100 %. Die Gene mexB, mexC, mexD, mexF und mexY konnten jedoch fiir keines der zehn mittels
Gerat der Firma PacBio® sequenzierten Isolate der Spezies P. aeruginosa bestatigt werden. Da es
sich bei den lIsolaten jedoch (berwiegend um Klone aus denselben Proben handelt (siehe
Abschnitt 5.6.1) und der Nachweis der Gbrigen Effluxpumpen-Gene mittels Illumina MiSeq® gelang,

verwundert dies und soll in Abschnitt 6.4.1 diskutiert werden.

5.5.4.4 Vorhandensein von Plasmiden

Des Weiteren wurde das Augenmerk auf das Vorhandensein moglicher Plasmide gelegt. In der
Auflistung der Resistenzgene findet sich fiir die 23 Stamme P002.A, P002.B, P025.A, D009.A, SO18.A,
S018.B, 20-L-1597; H057.B, HO57.C, HO57.D, HO57.E, HO57.F, S023.A, S023.B, S023.C, S023.D,
S023.E, S023.F, S023.G, S023.H, S023.I, S023.J und S023.K das Gen crpP. Dies entspricht, unter
Berilcksichtigung der sieben P. aeruginosa-MLST-Sequenztypen, einem Anteil von flnf
Sequenztypen (71 %) (siehe Abschnitt 5.6.1). Das Gen crpP ist fur eine Ciprofloxacinresistenz
verantwortlich und wird auf einem Plasmid kodiert (Verweis auf Abschnitt 7.1)
[Chavez-Jacobo et al., 2018]. Mit Hilfe der Pipeline Bakcharak (Version 2.0) sowie des ,ABRicate
Plasmid Finders”, welche in der Software MultiQC (Version 1.9) integriert ist, konnten jedoch keine
vollstandigen Plasmide zweifelsfrei nachgewiesen werden [Ewels et al., 2016; BfR, 2021]. Es kann
jedoch fur die aufgefiihrten Stamme auf Grundlage des Resistenzgens crpP angenommen werden,
dass zumindest Bruchstiicke von Plasmiden mit bei der DNA-Isolation gewonnen und anschliefend

sequenziert wurden.
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5.6 Phylogenetik

Die Verwandtschaft der einzelnen Isolate lasst sich mit Hilfe der Phylogenetik bestimmen. Hierzu

eignen sich das MLST sowie die Erstellung phylogenetischer Stammbaume.

5.6.1 MLST

Mit Hilfe des Multi Locus Sequence Typing (MLST) wurden sieben charakteristische so genannte
,Housekeeping” Gene einiger der sequenzierten lIsolate analysiert. Dies sind im Fall von
P. aeruginosa die Gene acsA (Acetyl-Coenzym A-Synthase), aroE (Shikimat-Dehydrogenase), guaA
(GMP-Synthase), mutL (DNA-Reperaturprotein), nuoD (NADH-Dehydrogenase |, Kette C, D), ppsA
(Phosphoenolpyruvat-Synthase) und trpE (Anthranilat-Synthase Komponente 1). Das dabei
entstandene charakteristische Muster, welches englisch ,,Sequence Type“ (ST) genannt wird, wurde
anschlieRend zum Vergleich der sequenzierten Stamme genutzt. Die folgende Tabelle zeigt die
Ergebnisse der MLST-Analyse fiir die P. aeruginosa-Stamme 20-L-01597, P002.B, D009.B, H032.C,
HO034.C, HO43.E, HO43.F, HO57.B, HO57.C, HO57.D, HO57.E, HO57.F, S023.A, S023.B, S023.C, S023.D,
S023.E, S023.F, S023.G, S023.H, S023.1, S023.J und S023.K, welche alle mittels lllumina MiSeq®
sequenziert wurden. Ebenfalls aufgefiihrt sind die Ergebnisse der Stamme P002.A, P025.A, S018.A,
S018.B, D009.A, H032.A, H032.B, HO34.A, H034.B und H043.D (alle P. aeruginosa) bei denen die
Sequenzierung mittels Gerat der Firma PacBio® erfolgte. Das P. putida Isolat D014.A ist aufgrund
seiner Spezies nicht mit in die Tabelle aufgenommen worden. Die Erstellung des MLST wurde auf
Grundlage der Rohdaten, welche mittels Sequenzierung gewonnen werden konnten, durchgefihrt.
Die Bestimmung des Allelprofils sowie des Sequenztyps erfolgte nach dem MLST-Modul der

MultiQC-Software [Version 1.9; Ewels et al., 2016].

Tab. 23: Ergebnisse des MLST fiir 33 P. aeruginosa-Lebensmittelisolate.

Klongruppe Isolat Housekeeping Gene (Allelprofil) ST
acsA | aroE | guaA | mutl | nuoD | ppsA | trpE
P002.A 17 5 12 3 14 4 7 244
' P002.B 17 5 12 3 14 4 7 244
2 P025.A 40 5 36 153 3 7 19 3090
D009.A 17 5 1 3 4 6 215 | 2505
3 D009.B 17 5 1 3 4 6 215 | 2505
H032.A 6 5 4 3 4 6 25 1232
H032.B 6 5 4 3 4 6 25 1232
: H032.C 6 5 4 3 4 6 25 1232
H034.A 6 5 4 3 4 6 25 1232
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Klongruppe Isolat Housekeeping Gene (Allelprofil) ST
acsA | aroE | guaA | mutl | nuoD | ppsA | trpE
5 HO034.B 22 5 91 3 4 4 7 1129
4 HO034.C 6 5 4 3 4 6 25 1232
HO043.D 22 5 91 3 4 4 7 1129
5 HO43.E 22 5 91 3 4 4 7 1129
HO43.F 22 5 91 3 4 4 7 1129
HO57.B 17 5 12 3 14 4 7 244
HO057.C 17 5 12 3 14 4 7 244
' HO057.D 17 5 12 3 14 4 7 244
HO57.E 17 5 12 3 14 4 7 244
HO57.F 6 5 11 5 2 42 7 2545
° 20-L-15097 6 5 11 5 2 42 7 2545
S018.A 11 5 1 7 9 4 7 17
S018.B 11 5 1 7 9 4 7 17
S023.A 11 5 1 7 9 4 7 17
S023.B 11 5 1 7 9 4 7 17
S023.C 11 5 1 7 9 4 7 17
S023.D 11 5 1 7 9 4 7 17
7 S023.E 11 5 1 7 9 4 7 17
S023.F 11 5 1 7 9 4 7 17
S023.G 11 5 1 7 9 4 7 17
S023.H 11 5 1 7 9 4 7 17
S023.1 11 5 1 7 9 4 7 17
S023.J 11 5 1 7 9 4 7 17
S023.K 11 5 1 7 9 4 7 17

Es ist zu sehen, dass vereinzelt mehrere Staimme denselben Sequenztyp bzw. dasselbe Allelprofil
aufweisen. Dies betrifft beispielsweise die Isolate S023.A bis S023.K, welche alle aus derselben
aufgeschlagenen Sahneprobe isoliert wurden und insgesamt von drei verschiedenen Ndhrboden
(CFC-Agar mit 4 mg Imipenem/|, CFC-Agar mit 0,5 mg Ciprofloxacin/l und CFC-Agar mit 4 mg
Netilmicin/l) entnommen wurden. Die Isolate S018.A und S018.B, die auch aus einer Sahneprobe
stammen, zeigen ebenfalls dasselbe Allelprofil wie die Isolate S023.A bis S023.K. Es handelte sich
hierbei um Proben aus demselben Entnahmebetrieb. Des Weiteren weisen die Proben H032.A,

H032.B, H032.C (alle aus einer Probe Rinderhack), HO34.A und H034.C (beide Isolate aus einer

Seite 99



5. Ergebnisse

Tatarprobe) bzw. HO57.B, H057.C, HO57.D, HO57.E (aus einer Probe Schweinehack), PO02.A und
P002.B (aus einer Tomatenprobe) dieselben Muster auf. Diese Beobachtung gilt ebenso fir die
Isolate HO34.B, H043.D, HO43.E und HO43.F (aus einer Probe Rinderhack) bzw. 20-L-01597 (aus
einer aufgeschaumten Milch) und HO57.F (aus Schweinehack). Die Isolate D0O09.A und D009.B, aus
einer Probe gewiirztem Putenfleisch, zeigen ebenfalls eine Ubereinstimmung. Anhand der
Sequenztypen lassen sich zudem alle Isolate mit einer Ubereinstimmung in sieben MLST-
Sequenztypen zusammenfassen. Diese Sequenztypen wurden fir die Berechnungen in

Abschnitt 5.5.4 herangezogen.

5.6.2 Phylogenetische Stammbaume auf Basis des cgMLST und des SNP

Neben dem Nachweis der in den Isolaten vorhandenen Resistenzgene und der Durchflihrung einer
MLST-Analyse auf Grundlage der NGS-Daten, wurden zusatzlich anhand der Ergebnisse fiir die 24
mittels [llumina MiSeq® sequenzierten Isolate drei phylogenetische Stammbaume erstellt. Zum
einen zwei Stammbaume auf Basis des cgMLST (core genome Multi Locus Sequence Typing) zum
anderen einer auf Grundlage des SNP (Single Nucleotide Polymorphism). Fir letzteren wurde das
Programm ,1Q-Tree” verwendet [Version 1.6.12; Ngyuen et al., 2015]. Die Stammbaume auf
Grundlage des cgMLST wurden mit Hilfe der Auswertesoftware ChewieSnake, welche fir die
eigentliche Erstellung der phylogenetischen Baume auf das Programm GrapeTree zurlickgreift,
erstellt [Version 3.0.0; Zhou et al., 2018; Deneke et al., 2021]. Als Referenzstamm wurde
P. aeruginosa PAO1 verwendet. Dieser ist mit der Bezeichnung , Reference” gekennzeichnet. Die

Alleldifferenzen zwischen den jeweiligen Isolaten sind in rot aufgefihrt.

Zudem wurden je zwei Distanzmatrices mittels der Programme ChewieSnake und snippySnake
[Version 1.0.0; Deneke, 2019] erstellt. Auch hier wurde P. aeruginosa PAO1 als Referenzstamm

verwendet. Die Stammb&dume und Distanzmatrices sind in den folgenden Abbildungen aufgefiihrt.

Das P. putida-Isolat D014.A konnte im Gegensatz zu allen anderen sequenzierten P. aeruginosa-
Isolaten aufgrund einer stetigen Fehlermeldung nur fiir die Erstellung der cgMLST-Stammbadume

bzw. Distanzmatrix hinzugezogen werden.
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Minimum spanning tree
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Abb. 38: Phylogenetischer Stammbaum der mittels Illumina MiSeq® sequenzierten Pseudomonas-Isolate auf Basis des cgMLST
(Auswertung mittels ChewieSnake/ GrapeTree, Version 3.0.0; die Alleldifferenzen sind in rot dargestellt).
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Minimum spanning tree
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Abb. 39: Phylogenetischer Stammbaum der mittels Illumina MiSeq® sequenzierten Isolate auf Basis des cgMLST, andere Darstellung zu Abb. 38
(Auswertung mittels Chewiesnake/ GrapeTree, Version 3.0.0; die Alleldifferenzen sind in rot dargestellt).
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HO43-E-
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Abb. 40: Allel-Distanzmatrix der mittels lllumina MiSeq® sequenzierten Isolate (Auswertung mittels ChewieSnake, Version 3.0.0).
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Abb. 41: Phylogenetischer Stammbaum der mittels lllumina MiSeq® sequenzierten Isolate auf Basis der SNPs (Auswertung mittels IQ-Tree, Version 1.6.12;
der abgebildete MaRBstab gibt die Nukleotidaustauschraten an).
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HO57-E-
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Abb. 42: SNP-Distanzmatrix fir die mittels Illumina MiSeq® sequenzierten Isolate (Auswertung mittels snippySnake, Version 1.0.0).
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Sowohl in Abb. 38 bzw. Abb. 39, die einen phylogenetischen Stammbaum auf Grundlage des
cgMLST zeigt, als auch Abb. 41 (auf Basis des SNPs) konnten mehrere Stdmme unterschiedlichen
Clustern zugeordnet werden. So zeigen die Stamme S023.A bis S023.K einen hohen
Verwandtschaftsgrad. Dies konnte auch fir die Isolate H057.B, HO57.C, H057.D, HO57.E und P002.B
bzw. HO43.E und HO43.F bzw. H032.C und HO34.C beobachtet werden. Die Isolate D014.A, das
einzige P. putida-Isolat in diesen Abbildungen mit P. aeruginosa-Stammen, und D009.B konnten

keinem Cluster der genannten Gruppen zugeordnet werden.

Die Alleldifferenzen beim phylogenetischen Stammbaum auf Basis des cgMLST sowie der
Distanzmatrix (siehe Abb. 38 bis Abb. 40) betragen flir das Cluster S023.A bis S023.K 1 bis 2, bei den
Stammen HO032.C und HO034.C 2. Ebenso wurde die Alleldifferenz mit einem Wert von 2 fiir die
Isolate 20-L-01597 und HO57.F bestimmt. Die Stdmme HO043.E und HO43.F weisen eine Differenz
der Allele von 1 auf, wohingegen die Alleldifferenz bei den Stammen H057.B, HO57.C, HO57.D,
HO57.E und P002.B O betragt.

Fir den phylogenetischen Stammbaum auf Grundlage des SNP (siehe Abb. 41) sowie die
Distanzmatrix (siehe Abb. 42) zeigen sich die Differenzen der einzelnen Isolate in den jeweiligen
Clustern dhnlich: Die Stdamme S023.A bis S023.K weisen Nukleotidunterschiede von 0 bis 3 auf. Die
Differenz zwischen den Isolaten HO57.F und 20-L-01597 betradgt 0 ebenso wie fiir alle Stamme des
Clusters H057.B, HO57.C, HO57.D, HO57.E und P002.B. Fir die Alleldifferenz der Stamme H034.C
und H032.C wurde ein Wert von 5 bestimmt und fiir die Isolate HO43.E und HO43.F zeigte die

Analyse einen Wert von 1.

Es lasst sich somit aufgrund der geringen Alleldifferenz des cgMLST und Nukleotidunterschiede der
SNPs von 0 bis 5 begriindet davon ausgehen, dass es sich um Klone desselben jeweiligen Stammes
handelt. Diese Ergebnisse werden zusatzlich durch den Vergleich mit den Sequenztypen (siehe

Abschnitt 5.6.1) der jeweiligen Gruppen an Isolaten deutlich.
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6. Diskussion
Im Rahmen dieser Arbeit wurde ein kulturelles Nachweis- und Zdhlverfahren fir (multi-)resistente
Pseudomonaden entwickelt. Damit konnten mehr Informationen tUber das Vorkommen dieser

Bakterien in handelsiiblichen, liberwiegend roh verzehrbaren, Lebensmitteln erlangt werden.

Zudem wurden die so gewonnenen Isolate hinsichtlich ihrer Antibiotikaresistenzen mittels MHK-
Bestimmungen charakterisiert. Die Anwendung des Next Generation Sequencing fiir ausgewahlte
Isolate wurde zudem genutzt, um mehr Einblick Gber das Vorhandensein bestimmter Resistenzgene

zu erlangen.

6.1 Validierung des eigenen kulturellen Nachweis- und Zahlverfahren fir

prasumtiv (multi-)resistente Pseudomonaden

Im Rahmen dieser Arbeit wurde ein kulturelles Nachweis- und Zahlverfahren fiir prasumtiv
(multi-)resistente Pseudomonaden fir den horizontalen Anwendungsbereich in Lebensmitteln
entwickelt. Hierzu bot es sich an ausgehend von der DIN EN ISO 13720:2010-12 fir die Zahlung

prasumtiver Pseudomonas spp. in Fleisch- und Fleischerzeugnissen vorzugehen.

Als Nahrmedium fir die Voranreicherung wurde TSB genutzt. Es handelt sich hierbei um ein
Universalmedium, welches sich fiir eine Vielzahl Aerobier und Anaerobier eignet. Dadurch konnte
gewahrleistet werden, dass alle Pseudomonaden miterfasst wurden [Thermo Fisher, 2022]. Da die
Untersuchungen nur den Nachweis prasumtiv (multi-)resistenter Pseudomonaden zum Ziel hatten,
wurde sich fiir den Einsatz eines Antibiotikums bereits in der Voranreicherung entschieden. Hierzu
wurde Cefpodoxim genutzt. Durch die Eigenschaften der (multi-)resistenten Bakterien der Gattung
Pseudomonas blieben diese aufgrund ihrer Resistenzeigenschaften in ihrem Wachstum
ungehemmt. Begleitflora, wie beispielsweise Salmonella spp., Klebsiella spp. und einige E. coli-
Stamme werden jedoch gehemmt [Knothe et al., 1991]. Es wurde eine Konzentration von
8 mg Cefpodoxim/I fir die Voranreicherung gewahlt. Wie schon in der DIN EN ISO 13720:2010-12
wurde auch fir das hier entwickelte kulturelle Nachweis- und Zadhlverfahren der CFC-Agar als
Nahrmedium genutzt. Der Zusatz der Antibiotika Imipenem, Ciprofloxacin und Netilmicin erfolgte,
da mit Hilfe dieser nicht nur die drei Antibiotikagruppen Carbapeneme, Fluorchinolone und
Aminoglykoside abgedeckt werden konnten, sondern auch explizit nach resistenten
Pseudomonaden selektiert wurde. Als Konzentrationen fiir die Nahrmedien wurden 4 mg/| fur
Imipenem und Netilmicin sowie 0,5 mg/| fir Ciprofloxacin gewahlt. Dies entspricht den ECOFF-

Werten flr die Spezies P. aeruginosa nach EUCAST [EUCAST, 2022].
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Die Validierung des im Rahmen dieser Arbeit entwickelten kulturellen Nachweis- und
Zahlverfahrens umfasste die Untersuchungen zum Anwendungsbereich, der Inklusivitat,
Exklusivitat, Spezifitat, Selektivitdt, Falsch-Positiv bzw. Falsch-Negativ-Rate, Produktivitat,

Sensitivitat, der relativen Richtigkeit, dem Konkordanzindex Kappa und dem eLODs.

6.1.1 Anwendungsbereich

Da das hier beschriebene Verfahren fiir den horizontalen Anwendungsbereich (das heif3t fir alle
Lebensmittelwarengruppen) Verwendung finden sollte, wurden fiir die Validierung des
Anwendungsbereiches gemdll DIN EN ISO 16140-2:2016-11 fiinf Lebensmittelkategorien
untersucht. Es wurde sich fiir die Gruppen ,rohes Fleisch und kiichenfertige Fleischprodukte”,
,warmebehandelte Milch- und Milchprodukte”, ,verzehrfertige, aufwarmfertige Fischprodukte”,
frisches Gemiise und Obst” sowie , Lebensmittel aus mehreren Bestandteilen oder Zutaten fir eine
Mahlzeit” entschieden. Somit wurden auch Warengruppen gewahlt, in denen die einzelnen
Lebensmittel Gberwiegend roh verzehrt werden (wie ,frisches Obst und Gemise“ oder ,rohes
Fleisch und kiichenfertige Fleischprodukte®) und daher ein besonderes Risiko fiir die Aufnahme von
(multi-)resistenten Pseudomonaden durch den Verzehr besteht. Des Weiteren werden fir diese
Lebensmittel und ihre dazugehérigen Warengruppen auch in der Literatur Nachweise von
(multi-)resistenten Pseudomonaden beschrieben [Raposo et al., 2017]. Hinsichtlich der in den
verschiedenen Warengruppen vorhandenen Begleitflora konnten die Vorgaben der
DIN EN ISO 16140-2:2016-11 erfiillt werden, da neben Proben mit einem hohen Keimgehalt an
Begleitflora (z. B. Hackfleisch) auch solche mit niedrigen Gehalten (H-Sahne, Fertigsuppe) inkludiert
werden konnten. Ebenso wurde darauf geachtet, dass unterschiedliche Verarbeitungsstufen der
Lebensmittel fiir die Validierungen verwendet wurden: So wurden beispielsweise mit den Tomaten
(welche stellvertretend fir die Kategorie ,frisches Obst und Gemise” standen) rohe,
unverarbeitete Lebensmittel und mit der Fertigsuppe (zugehorig zu , Lebensmittel aus mehreren

Bestandteilen oder Zutaten fir eine Mahlzeit”) ein Produkt mit hohem Verarbeitungsgrad genutzt.

Die anschlieRend durchgefiihrte Verfahrensvergleichsuntersuchung der DIN EN ISO 13720:2010-12
mit dem eigenen zu validierenden Verfahren zeigte keine Unterschiede fiir die Stamme
P. aeruginosa ATCC 27853, P. fluorescens ATCC 13525 und P.putida LMG 2257 fur die
Lebensmittelmatrices Fleisch (hier: Hackfleisch), Milchprodukte (hier: H-Sahne), Fisch (hier: Lachs),
Fertiggerichte (hier: Suppe) und pflanzliche Lebensmittel (hier: Tomate). Es konnte auf jedem der
zu testenden Nihrmedien (CFC-Agar, CFC-Agar mit 4 mg Imipenem/l, CFC-Agar mit 0,5 mg
Ciprofloxacin/l, CFC-Agar mit 4 mg Netilmicin/l sowie TSA als Referenzmedium) ein Nachweis der

zugegebenen Stamme erfolgen. Lediglich beim Vergleich der Verfahren mit P. putida LMG 2257
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wurde kein Wachstum des genannten Stammes auf CFC-Agar mit 0,5 mg Ciprofloxacin/l beobachtet,
da dieser gegeniber Ciprofloxacin in der genannten Konzentration eine Sensibilitat zeigt und daher
in Anwesenheit dieses Antibiotikums kein Wachstum erfolgt. Zusammengefasst konnte jedoch
durch die weite Bandbreite der untersuchten unterschiedlichen Lebensmittelkategorien
sichergestellt werden, dass das eigene Verfahren fiir den horizontalen Anwendungsbereich
geeignet ist und fiir den Nachweis und die Quantifizierung von (multi-)resistenten Pseudomonaden
eingesetzt werden kann. Dabei konnte zusatzlich mit Hilfe von P. putida LMG 2257 gezeigt werden,

dass nicht resistente Pseudomonaden auf dem entsprechenden Nahrmedium nicht erfasst werden.

6.1.2 Inklusivitat

Im Rahmen der Untersuchungen fiir die Inklusivitdt sollte die Eignung des neuen Verfahrens
resistente Vertreter unterschiedlicher Spezies der Gattung Pseudomonas aus einem Bereich
weiterer Mikroorganismen sicher nachzuweisen belegt werden. Hierzu wurde ausgehend von der
DIN EN ISO 16140-3:2021-06 gearbeitet. Da nicht nur eine Spezies der Gattung Pseudomonas mit
dem hier beschriebenen Verfahren sicher detektiert werden sollte, sondern alle etwaig in
Lebensmitteln vorhandene (multi-)resistente Pseudomonaden, wurde die Stamme P. aeruginosa
ATCC 27853, P. fluorescens ATCC 13525, P. putida LMG 2257, P. fulva S007.A und P. fragi HO61.A
verwendet. Die Stdmme weisen u.a. Resistenzen gegeniiber den Antibiotika Imipenem,
Ciprofloxacin und Netilmicin auf [EUCAST, 2022; siehe auch Tab. 34, Anhang 9.8]. Mit den
gewahlten Stammen wurden regelmafig in diversen Lebensmitteln vorkommende Spezies dieser
gramnegativen Bakterien verwendet. Die fiinf Stamme konnten auf allen vier verschiedenen
Nihrmedien (CFC-Agar, CFC-Agar mit 4 mg Imipenem/I, CFC-Agar mit 0,5 mg Ciprofloxacin/| und
CFC-Agar mit 4 mg Netilmicin/l) mit niedrigsten Keimgehalten, aufgrund der experimentell
erforderlichen hundertfachen Verdiinnung, von 10? KbE/g nachgewiesen werden. Somit konnte
belegt werden, dass das genannte kulturelle Nachweis- und Zahlverfahren fiir den Nachweis

verschiedener Spezies prasumtiv (multi-)resistenter Pseudomonaden geeignet ist.

6.1.3 Exklusivitat

Um zu belegen, dass das eigene kulturelle Nachweis- und Zadhlverfahren nicht durch den Einfluss
moglicher weiterer Nichtzielkeime negativ beeinflusst wird, wurde die Exklusivitat bestimmt.

Es konnte gezeigt werden, dass die getesteten grampositiven Bakterien sowie die Hefen und
Schimmelpilze nicht auf den verwendeten CFC-Ndhrmedien wuchsen. Ebenfalls wurde das
Wachstum der meisten gramnegativen Bakterien unterdriickt. Lediglich die multiresistenten
Stamme K. pneumoniae NCTC 13438, E. roggenkampii CCUG 59573, Y. enterocolitica DSM 13030
und die E. coli-Stamme 16874, CCUG 92975 und CCUG 59343 zeigten bei einigen der getesteten
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Verdiinnungsstufen Wachstum. Dies ist insbesondere im Hinblick auf die Lebensmittelmatrices
Fleisch, Milchprodukte und pflanzliche Lebensmittel in denen E. coli als Begleitflora zu erwarten ist,
als kritisch zu betrachten. Jedoch sei an dieser Stelle angebracht, dass E. coli auf den verwendeten
Ndhrmedien anhand von olfaktorischen Auffilligkeiten sowie optischen Besonderheiten von
Bakterien der Gattung Pseudomonas unterschieden werden kann. So zeigt E. coli auf CFC-Agar
kleine, runde, erhabene und farblose glanzende Kolonien wohingegen die Kolonien der Gattung
Pseudomonas (mit Ausnahme der Spezies P. aeruginosa und P. fulva) auf CFC-Agar groéRere
Kolonien, welche eine weil} bis gelbliche Farbung aufweisen, zeigen. Zudem zeichnen sich die
meisten Spezies der genannten Gattung durch nicht scharf abgegrenzte Konturen aus. Die Kolonien
der Spezies P. aeruginosa sind mitunter von einer gelb-griinlichen Farbung gepragt. Die Spezies
P. fulva unterscheidet sich des Weiteren, insbesondere bei langerer Lagerung der bebriteten
Nahrmedien, aufgrund einer gelblich bis orangefarbene Farbung von den anderen Spezies. Auch
die Bakterien der Gattungen Enterobacter, Yersinia und Klebsiella zeigen auf dem verwendeten
Ndhrmedium runde, erhabene und farblose, glanzende bis triibe Kolonien. In der GréRe der
Kolonien sind sie variabel. Die Unterscheidung zu Kolonien der Pseudomonaden ist jedoch auch

hier anhand der genannten optischen Merkmale gegeben.

6.1.4 Spezifitat und Falsch-Positiv-Rate

Mit dem Begriff der Spezifitdt wird das MaR der Beeinflussung der Methode durch weitere
Nichtzielmikroorganismen beschrieben. Fir das eigene Nachweis- und Zahlverfahren konnte ein
Wert von 100 % bestimmt werden. Dementsprechend betrug die Falsch-Positiv-Rate 0 %. Somit ist

das Mal} der Beeinflussung von Nichtzielkeimen im Hinblick auf die Methode nicht vorhanden.

6.1.5 Selektivitat

Der Begriff der Selektivitdt bezeichnet die Hemmung eines Nichtzielkeims auf oder in einem
selektiven N&hrmedium unter definierten Bedingungen und war ebenfalls Teil der
Verfahrensvalidierung. Als Referenzkeim wurde u. a. E. coli ATCC 25922 verwendet. Der genannte
Stamm wurde genutzt, da er zum einen in der DIN EN ISO 11133:2020-10 als Prifkeim fir die
Bestimmung der Selektivitat fir CFC-Agar (ohne Zugabe von zusatzlichen Antibiotika) aufgefiihrt
wird und zum anderen in der Literatur diese Spezies haufig als Teil der Begleitflora der
Lebensmittelmatrices Fleisch, Fisch, Milchprodukte und pflanzliche Lebensmittel genannt wird
[Vincent et al., 2010; Costa, 2013; Rasheed et al., 2014].

Es konnte fur die Nahrmedien CFC-Agar ohne zusatzliches Antibiotikum, CFC-Agar mit 4 mg
Imipenem/|l, CFC-Agar mit 0,5 mg Ciprofloxacin/l und CFC-Agar mit 4 mg Netilmicin/l eine

Selektivitdat von 7 bestimmt werden. Dadurch wird ersichtlich, dass E. coli ATCC 25922 durch die
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verwendeten Ndhrmedien vollstindig gehemmt wird. Zusatzlich wurde die Selektivitat fur
S. cerevisiae ATCC 9673 (stellvertretend fiir die Gruppe Hefen und Schimmelpilze) und B. cereus
ATCC 9139 (stellvertretend flr grampositive Bakterien) bestimmt. Es konnten Selektivitatsfaktoren
von 5 bzw. 6 berechnet werden. Auch dies entspricht den Anforderungen der

DIN EN ISO 11133:2020-10.

6.1.6 Produktivitat

Mit Hilfe der Produktivitat kann der Wiederfindungsgrad eines Zielkeims vom Nahrmedium unter
definierten Bedingungen beschrieben werden. Die DIN EN ISO 11133:2020-10 besagt, dass bei der
Bestimmung der Produktivitdt unter der Verwendung eines selektiven Mediums (hier: CFC) und
eines nicht-selektiven Nahrmediums (hier: TSA) ein Wert von 0,5 nicht unterschritten werden soll.
Die fur das hier beschriebene Verfahren verwendeten Nahrmedien erfiillen mit den bestimmten
Werten von 0,5 bis 2 dieses Kriterium. Somit entspricht das in der vorliegenden Arbeit beschriebene
kulturelle Nachweis- und Zahlverfahren hinsichtlich der Produktivitit den genannten

Anforderungen.

6.1.7 Sensitivitat und Falsch-Negativ-Rate

Wie viel Prozent aller sicher positiven Proben mit der eigenen Methode auch als sicher positiv mit
der Vergleichsmethode (DIN EN I1SO 13720:2010-12) erkannt werden, wird Sensitivitdt genannt. Da
mit beiden Methoden insgesamt alle Proben als positiv erkannt wurden und kein Nachweis eines
falsch negativen Analysenergebnisses erfolgte, konnte fiir die Sensitivitdt ein Wert von 100 %
bestimmt werden. Dementsprechend wurde fiir die Falsch-Negativ-Rate ein Wert von 0%
berechnet. Folglich ist das hier beschriebene kulturelle Nachweis- und Zahlverfahren vollstandig

geeignet positive Proben auch sicher als solche zu detektieren.

6.1.8 eLOD5o

Beim eLODsp handelt es sich um die zu erwartende Nachweisgrenze mit einer Wahrscheinlichkeit
von 50 %. Fiir das zu validierende kulturelle Nachweis- und Zdhlverfahren wurde der eLODso mittels
MPN-Verfahren bestimmt. Dabei  wurde sich an den Bestimmungen der
DIN EN ISO 16140-3:2021-06 orientiert. Anhand der Anzahl der positiven Nachweise je
Verdinnungsstufe und der in der DIN EN ISO 16140-3:2021-06 aufgefiihrten Tabelle konnte der
eLODsy abgelesen werden. Fir den Stamm P.ageruginosa ATCC 27853 wurde fir alle
Lebensmittelgruppen ein eLODso von 1,7 KbE in 25 g Probe bestimmt. Fir die Lebensmittelgruppen
Sahne und Lachs wurde fir P. fluorescens ATCC 13525 ein eLODso von 0,9 KbE in 25 g Probe

ermittelt, fir die Matrix Tomate ein Wert von 1,7 KbE in 25 g und fiir das Hackfleisch ein Wert von
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0,6 KbE in 25 g berechnet. Der eLODs, fiir die Fertigsuppe in Kombination mit P. fluorescens
ATCC 13525 ergab einen Wert von 1,2 KbE in 25 g.

Auf die Verwendung des Stammes P. putida LMG 2257 wurde fiir die Bestimmung des eLODsg
verzichtet, da dieser bei der Verdiinnungsstufe 10 kein Wachstum mehr auf den verwendeten
Ndhrmedien CFC-Agar mit Imipenem und CFC-Agar mit Netilmicin (je 4 mg/l) zeigte. Zusatzlich weist
der genannte Stamm eine Resistenz gegenliber Ciprofloxacin in der verwendeten Konzentration
von 0,5 mg/l auf. Diese Werte zeigen, dass die zu validierende Methode sehr geeignet fir den
Nachweis von (multi-)resistenten Pseudomonaden ist und diese auch bei geringem Vorhandensein

in verschiedenen Lebensmittelmatrices sicher detektieren kann.

6.1.9 relative Richtigkeit und Konkordanzindex.

Die relative Richtigkeit gibt die geschatzte Wahrscheinlichkeit an, dass die beiden Methoden des
Methodenvergleichs die gleichen Resultate ergeben. Der Konkordanzindex Kappa zeigt das Mal
der Ubereinstimmung zweier Priifverfahren beziiglich eines Analysenmerkmals [SAS, 2017]. Fiir die
relative Richtigkeit wurde ein Wert von 100 % berechnet. Fiir Kappa wurde ein Wert von 1 bestimmt,

was eine nahezu vollstindige Ubereinstimmung zwischen den beiden Priifverfahren bedeutet.

Zusammengefasst konnte anhand der Durchfihrung der zuvor beschriebenen einzelnen
Validierungsparameter erfolgreich gezeigt werden, dass das im Rahmen dieser Arbeit entstandene
Verfahren fir den Nachweis- und die Quantifizierung (multi-)resistenter Pseudomonaden geeignet
ist. Nach eigenem Kenntnisstand handelt es sich bei dem hier validierten Nachweis- und
Zahlverfahren um das erste publizierte Verfahren, welches sich auf den Nachweis resistenter
Bakterien der Gattung Pseudomonas fokussiert und dabei einen horizontalen Anwendungsbereich

abdeckt.

6.2 Vorkommen der isolierten Spezies in den jeweiligen Lebensmitteln

Das im Rahmen dieser Arbeit entwickelte kulturelle Nachweis- und Zahlverfahren fir
(multi-)resistente Pseudomonaden wurde fiir die Analytik von 184 Lebensmitteln (bzw. 176
randomisierten Lebensmittelproben) genutzt. Dabei konnten insgesamt 211 (bzw. 200)
Bakterienstamme der Gattung Pseudomonas isoliert werden. Diese gliedern sich in 22 verschiedene
Spezies. Am haufigsten wurden dabei die Spezies P. fulva, P. aeruginosa, P. putida, P. fragi und
P. koreensis isoliert. Bezogen auf die Anzahl der Proben aus denen die jeweilige Spezies isoliert

wurden, ergibt sich folgende Reihenfolge: P. fulva, P. fragi, P. koreensis, P. putida und P. aeruginosa.
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P. fulva, P. putida, P.fragi und P. koreensis zadhlen zu klassischen Lebensmittelverderbern
verschiedener Warengruppen im Bereich der Lebensmittel [Raposo et al., 2017]. Daher verwundert
deren Nachweis bei den hier aufgefiihrten Untersuchungen nicht: Die Spezies P. fulva wurde mit
dem hier beschriebenen Verfahren am haufigsten nachgewiesen. In der Literatur wurde bereits von
einem durch P. fulva ausgeldsten Fall von Meningitis berichtet [Almuzara et al., 2010]. Jedoch
handelt es sich hierbei mutmalilich um eine Seltenheit, da nach eigenem Kenntnisstand keine
weiteren Falle hierzu publiziert wurden. Bei P. aeruginosa handelt es sich zudem nicht nur um einen
Lebensmittelverderber, sondern auch obligat pathogenen Krankheitserreger, der geschwachte
Menschen schadigen kann [Al- Grawi et al., 2012]. Auch vor dem Hintergrund weltweit
zunehmender Antibiotikaresistenzen und den damit verbundenen Schwierigkeiten der Behandlung
ist die nachgewiesene Anzahl von isolierten (multi-)resistenten Pseudomonaden im Rahmen dieser
Arbeit als kritisch zu betrachten [Navon — Venezia et al., 2005]. Bestarkt wird diese Problematik
insbesondere in den Lebensmittelwarengruppen, bei denen die Produkte roh verzehrt werden
konnen bzw. bereits im verzehrfertigen Zustand untersucht worden sind. Auffillig bei der
Untersuchung der jeweiligen Lebensmittelkategorien ist auBerdem, dass manche Spezies in einigen
Lebensmitteln besonders haufig nachgewiesen werden konnten, dies soll im Folgenden einmal fir

jede der untersuchten Lebensmittelwarengruppen dargestellt werden.

6.2.1 Hackfleisch

Die Lebensmittelgruppe Hackfleisch zdhlt, neben den ebenfalls im Rahmen dieser Arbeit
untersuchten pflanzlichen Lebensmitteln, zu der Kategorie in der die meisten Nachweise von
prasumtiv (multi-)resistenten Pseudomonaden erfolgten und die héchsten Keimgehalte bestimmt
wurden. Dabei spielt die Oberflache von Hackfleisch diesbezliglich eine entscheidende Rolle. Durch
die vergroRerte Oberflache liegen optimale Wachstumsbedingungen fir u. a. die Bakterien der
Gattung Pseudomonas vor [Kramer, 2017]. Auch der hohe Proteinanteil, sowie aw-Wert und die
Ubliche Lagerungstemperatur bis maximal +4 °C sorgen fir ein gesteigertes Wachstum der
aufgefiihrten gramnegativen Bakterien [Gongalves et al., 2017; Andreani et Fasolato, 2017]. In den
eigens untersuchten Hackfleischproben konnten Gberwiegend die Spezies P. fulva (40 Isolate, in 19 %
aller Proben), P. fragi (16 Isolate in 20 % aller Proben) und P. aeruginosa (14 Isolate, in 6 % der
Proben) nachgewiesen werden. Bereits in der Literatur wurde P. fragi als dominierende Spezies der
Gattung Pseudomonas in Hackfleisch beschrieben [Kleeberger et Busse, 1975;
Motoyama et al., 2010]. Auch konnte ein Zusammenhang zwischen einem steigenden Keimgehalt
an P. fragi und der Veranderung der Farbe von Hackfleisch beobachtet werden [Bala et al., 1977;
Motoyama et al., 2010]. In der Publikation von Ercolini et al. [2020] wurde Hackfleisch, bzw. Fleisch

im Allgemeinen, zudem als 6kologische Nische fiir die Spezies P. fragi beschrieben. Maligeblich sei
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dafiir der Gehalt an Eisen im Fleisch [Ercolini et al., 2010]. Die Spezies, die gemal Literatur ebenfalls
haufig in Hackfleisch nachgewiesen werden, sind P. fluorescens und P. lundensis [Kramer, 2017;
Raposo et al., 2017]. In den mit dem beschriebenen Verfahren untersuchten Hackfleischproben
wurden die beiden Spezies jedoch jeweils nur in einer der Proben (entspricht 1 %) nachgewiesen.
Das Vorkommen von P. fulva als eine der dominierenden Spezies in Hackfleisch wurde in der
Literatur bisher nach eigenem Kenntnisstand nicht beschrieben, jedoch in den eigenen
Untersuchungen beobachtet. An dieser Stelle sei darauf verwiesen, dass mit dem hier verwendeten
kulturellen Nachweis- und Zahlverfahren der Fokus auf der Isolation von (multi-)resistenten
Pseudomonaden lag. In den angegebenen publizierten Untersuchungen finden sich keine Hinweise
Uber ein spezielles Augenmerk auf (multi-)resistente Stamme bzw. das etwaige Vorhandensein
mehrerer Resistenzen der isolierten Stamme. Dies konnte die Diskrepanz zwischen den isolierten
Spezies erklaren. Beziiglich einer moéglichen Gesundheitsgefahr fiir den Verbraucher, die durch den
Verzehr der genannten Hackfleischproben und den darin nachgewiesenen prasumtiven
(multi-)resistenten Pseudomonaden, entstehen kann, sollte den Durcherhitzungshinweisen,
welche fir rohes Hackfleisch gemaR Art. 6 VO (EG) Nr. 2073/2005 bezogen auf das mogliche
Vorhandensein von Salmonellen, vorgeschrieben sind, Beachtung geschenkt werden. Durch das
Erhitzen von Hackfleisch bzw. Lebensmitteln im Allgemeinen kann es zu einem Minimieren der
vorliegenden Keimgehalte an Pseudomonaden kommen [Krdmer, 2017]. Da jedoch auch der
Verzehr von beispielsweise Tatar oder Thiiringer Mett Ublicherweise roh erfolgt und besonders
auch aus diesen Proben vielfach Pseudomonaden isoliert wurden, kann eine Kolonisierung des
menschlichen Intestinaltraktes mit diesen Bakterien, ausgeldst durch den Verzehr der aufgefiihrten

Lebensmittel, jedoch nicht ausgeschlossen werden [Kominos et al., 1972].

6.2.2 Sahne

Die untersuchten 23 (bzw. 22 randomisierten) Sahneproben enthielten nachweislich am haufigsten
die Spezies P. aeruginosa (13 Isolate aus 9 % der Proben), P. fulva (sieben Isolate aus 17 % der
Proben) und P. rhodesiae (drei Isolate aus 9 % der untersuchten Proben). Die isolierten Stamme der
Spezies P. aeruginosa stammen allerdings aus lediglich zwei (entspricht 9 %) der untersuchten
Proben. Unter Beriicksichtigung der einen Anlassprobe ergibt sich somit fiir die Spezies
P. aeruginosa, dass nur zwei Isolate aus 5 % der untersuchten 22 Sahneproben stammen. In der
Literatur finden sich keine Angaben Uber das explizite Vorkommen von P. aeruginosa in
(aufgeschlagener) Sahne. Die betreffenden Proben stammen aus einem Eiscafé in Hamburg. Durch
eine nach Beendigung der Untersuchung dort eigens durchgefiihrte Betriebsbegehung und
Beprobung der Rohware, kann gemutmalit werden, dass es sich hier um eine Kontamination der

dort verwendeten Sahneaufschlagmaschine gehandelt haben kénnte. Auch zum Vorkommen von
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P. fulva in Sahne finden sich in der Literatur keine Angaben. Das haufige Vorkommen von
P. fluorescens, P. fragi, P. lundensis, P. gessardii und P. taetrolens in Milch- und Milchprodukten,
wie durch Quintieri et al., 2019 beschrieben, konnte im Rahmen der eigenen Untersuchungen nicht
bestatigt werden. Bei allen untersuchten Proben- mit Ausnahme von einer Probe, einer original
verpackten, fllissigen Sahne, handelte es sich um bereits aufgeschlagene Sahne aus verschiedenen
Eiscafés in Hamburg. Ublicherweise werden Pseudomonaden durch die Warmebehandlung, wie sie
beispielsweise bei H-Sahne durchgefihrt wird, in ihrer Keimzahl stark reduziert oder abgetotet,
sodass ein Nachweis dieser Bakterien in der Regel unwahrscheinlich ist [Kramer, 2017]. Es ist daher
zu mutmaRen, dass es sich entweder bei den verwendeten Ausgangsprodukten um lediglich
pasteurisierte Sahne (und keine H-Sahne) gehandelt haben kdnnte, die verwendete Sahne bereits
einen langeren Zeitraum gedffnet war oder es eine Kontamination der verwendeten
Sahneaufschlagautomaten mit Bakterien der Gattung Pseudomonas, durch Kreuzkontamination
oder mangelnde Betriebshygiene gegeben hat. Eine Kontamination von Sahneaufschlagmaschinen
wird insbesondere durch eine unzureichende Reinigung und den Anteil vieler kleiner Bauelemente

der Automaten beglinstigt [Verbraucherschutz Sachsen-Anhalt, 2016].

6.2.3 Lachs und weitere Fischproben

In den insgesamt 19 untersuchten Lachsproben konnten nur in vier Proben Bakterien der Gattung
Pseudomonas nachgewiesen werden. Dies entspricht somit einem Anteil von 79 % der Proben in
denen keine Pseudomonaden enthalten waren. Von den isolierten Spezies wurde P. fulva (9 Isolate
aus 16 % der Proben) am haufigsten gewonnen, gefolgt von P. putida (vier Isolate aus 10 % der
Proben). Auch hierbei handelt es sich bei den genannten Spezies zunachst einmal um klassische
Lebensmittelverderber in Lebensmitteln [Raposo et al., 2017]. Das Vorkommen der Spezies
P. fluorescens und P. fragi als Bakterien, wie sie in der Literatur fiir den hauptsachlichen Verderb
von Lachsfleisch verantwortlich gemacht werden [Hatje et al., 2014; Xie et al., 2018], konnte in den
hier beschriebenen Untersuchungen nicht bestatigt werden. Interessant sind diese Ergebnisse auch
hinsichtlich der Proben aus denen sie stammen: Es handelt sich hierbei um vier Lachsproben aus
diversen Sushi-Restaurants in Hamburg. Alle Lachsproben wurden als rohe Stlickware zur
Untersuchung eingeliefert. Sowohl das Alter als auch die Herkunft der Proben konnten nicht
nachvollzogen werden. Die anderen 15 untersuchten Proben der Warengruppe Lachs, in denen
keine Pseudomonaden nachgewiesen wurden, waren abgepackte Lachsscheiben von
unterschiedlichen Herstellern aus diversen Supermarkten. Uberwiegend wurden diese
Lachsproben auch einem kalten Raucherprozess unterzogen (siehe Tab. 32, Anhang 9.6). Auf
Grundlage dieser Ergebnisse kann vermutet werden, dass die Wahrscheinlichkeit Pseudomonaden

zu isolieren in diesen Produkten eher gering ist.
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Bei der Untersuchung der weiteren Fischproben wurden in acht von elf untersuchten Lebensmitteln
keine Pseudomonaden nachgewiesen. Aus den (brigen drei Fischproben, bei denen es sich
ausnahmslos um rohen Thunfisch handelte, wurden die Spezies P. putida (sechs Isolate aus 18 %
der weiteren Fischproben), P. fulva (finf Isolate aus ebenfalls 18 % der weiteren Fischproben)
sowie P. monteilii (ein Isolat aus 9 % der weiteren Fischproben) gewonnen. In einer Studie wird
berichtet, dass es sich bei P. fluorescens, P. lundensis und P. fragi um klassische Verderbniserreger
der Gattung Pseudomonas in Fischen handelt [El-Aziz, 2015]. Keine der aufgefiihrten Spezies wurde
in den im Rahmen dieser Arbeit untersuchten Fischproben nachgewiesen. Jedoch ist mit drei
Proben, aus denen Pseudomonaden isoliert wurden, die StichprobengréBe auch sehr klein.
Dennoch ist auffillig, dass es sich bei den beschriebenen drei Proben um Thunfischproben aus
diversen Sushi-Restaurants in Hamburg handelte. Dies stellt eine Parallele zu den Ergebnissen der
Lachsproben dar: Auch bei den untersuchten Thunfischproben handelte es sich um rohe Stiickware,
bei denen weder das Alter, noch die Herkunft nachvollzogen werden konnten. Die Restaurants aus
denen die Lachs- und Thunfischproben entnommen wurden, waren jedoch {berwiegend
unterschiedlich. Nur aus einem Restaurant wurde sowohl eine Lachs- als auch eine Thunfischprobe
entnommen, aus denen dann Pseudomonaden isoliert wurden. Es handelte sich in diesem Fall
jedoch um unterschiedliche Spezies. Nachgewiesenermallen gehdren Pseudomonaden zur
nattrlichen Flora von Fisch [Hatje et al., 2014; Xie et al., 2018]. Des Weiteren entwickeln sich

Pseudomonaden bei der Lagerung von Fisch schnell zur dominierenden Spezies [Gram, 1993].

6.2.4 pflanzliche Lebensmittel

Die im Rahmen dieser Arbeit untersuchten pflanzlichen Lebensmittel zdhlen, neben der
Warengruppe Hackfleisch (siehe Abschnitt 5.3.1), zu der Kategorie in der die meisten
Pseudomonaden und deren héchste Keimgehalte nachgewiesen wurden. So wurden aus 31 der 51
untersuchten Lebensmittel insgesamt 40 Pseudomonaden gewonnen. Die Spezies P. koreensis (elf
Isolate aus 18 % der Proben) wurde dabei am haufigsten isoliert. P. corrugata (6 Isolate aus 12 %
der Proben) sowie P. flavescens (vier Isolate aus 6 % der Proben) wurden ebenfalls nachgewiesen.
Auf die Spezies P. aeruginosa entfallen drei Isolate mit einem Probenanteil von 4 %. In der Literatur
wird der Nachweis von P. aeruginosa in Salat und Tomaten beschrieben [Kominos et al., 1972].
Diese Spezies wurde im Rahmen der hier beschriebenen Untersuchungen tatsachlich nur in einer
Tomaten- sowie einer Salatprobe nachgewiesen. Jedoch gab es mehr Tomaten- und Salatproben
aus denen die Spezies P. aeruginosa nicht isoliert wurde (nur insgesamt zwei von 31 Salat- bzw.
Tomatenproben enthielten nachweislich die Spezies P. aeruginosa). Anstelle dessen wurde die
Spezies P. koreensis am haufigsten in allen untersuchten pflanzlichen Lebensmitteln bestimmt. Dies

unterscheidet sich von den Ergebnissen der anderen analysierten Warengruppen Hackfleisch oder
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Lachs, bei denen bezogen auf die Probenanzahl die Spezies P. fragi bzw. P. fulva dominierten.
P. koreensis wurde bei den eigenen Untersuchungen (iberwiegend in Salatproben und Krdutern
nachgewiesen. Jedoch enthielten diese, neben den bereits erwahnten Spezies P. aeruginosa und
P. koreensis, unter anderem auch P. oleovorans, P. chlororaphis, P. fulva, P. flavescens sowie
P. synxantha. Die Spezies P. syringae und P. cichorii, zwei typische Pflanzenpathogene, wurden in
den untersuchten Lebensmitteln jedoch nicht nachgewiesen [Pauwelyn et al., 2011;
Andreani et Fasolato, 2017]. Aufgrund der Tatsache, dass die untersuchten Proben der

IM

Warengruppe ,pflanzliche Lebensmittel” allesamt roh verzehrt werden kénnen, sollte das Potenzial,
dass die genannten Lebensmittel durch Verzehr als Vektor fiir eine mogliche Kolonisierung des
menschlichen Intestinaltraktes mit (multi-)resistenten Pseudomonaden fungieren kénnen, nicht

unterschatzt werden [Kominos et al., 1972].

6.2.5 Diverse weitere Lebensmittel

IM

Die Warengruppe ,, diverse weitere Lebensmittel” bestand vorrangig aus Lebensmittelproben, die
im Institut fiir Hygiene und Umwelt (Hamburg) zur Untersuchung eingegangen sind und bei denen
teilweise Auffalligkeiten festgestellt wurden. Dies bezieht insbesondere sensorische Abweichungen
(u. a. Geruch, Aussehen) mit ein. Zudem handelt es sich zum Teil um Verdachtsproben, bei denen
zum Beispiel Auffalligkeiten im Lebensmittelbetrieb zu einer Probenahme gefiihrt haben. Sieben
der acht im Rahmen dieser Arbeit untersuchten Anlassproben entfallen auf die hier beschriebene
Kategorie. Es wurden u.a. unbehandelte und behandelte Fleischerzeugnisse sowie rohe
Fleischstiicke, Rohmilchkdse, SoRen und Desserts mit hohem Sahneanteil untersucht.
Zusammengefasst wurden aus sechs der 16 analysierten Lebensmittel Pseudomonaden isoliert. Es
handelte sich bei diesen sechs Proben ausnahmslos um randomisierte Planproben. Dabei wurde
die Spezies P. putida (drei Isolate in 6 % der Proben bzw. 11 % der neun randomisierten Proben) am
haufigsten gewonnen. P. koreensis wurde zweimal in 13 % bzw. 22 % der Proben nachgewiesen.
Ebenfalls gewonnen wurden die Spezies P. aeruginosa, P. fulva und P. guariconensis (je zwei Isolate
aus 6% der Proben bzw. 11 % der neun randomisierten Proben). Insgesamt zeigen diese
Untersuchungen eine Vielfalt der isolierten Spezies, die auch mit der Heterogenitat der
untersuchten Warengruppen zusammenhdngen dirfte. Bei vier der sechs Proben, aus denen
Pseudomonaden gewonnen wurden, handelte es sich um unterschiedliche Fleischzubereitungen
aus Restaurants in Hamburg, die jedoch vor dem Verzehr noch einer Hitzebehandlung unterzogen
werden miussen. Eine mogliche Gefahr flir den Verbraucher sollte daher nicht anhand der
aufgefiihrten Ergebnisse bestehen. Die Ubrigen zwei der sechs Proben mit einem Nachweis von
Pseudomonaden waren jedoch Desserts mit einem hohen Anteil an Sahne (eine Nuss-Schnitte und

ein Tiramisu; siehe Tab. 33, Anhang 9.7). Diese wurden im Gegensatz zu den bereits erwdhnten
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Fleischzubereitungen in einem verzehrfertigen Zustand fir die hier beschriebenen Untersuchungen
verwendet. Es wird vermutet, dass die verwendete Sahne ausschlaggebend fiir die Nachweise der
Pseudomonaden in diesen Proben war. Bei den aus den genannten Proben isolierten Spezies
handelt es sich um P. koreensis (zweimal), P. rhodesiae und P. chlororaphis (je einmal). In den
ebenfalls untersuchten Sahneproben (siehe Abschnitt 5.2.3) wurden diese Spezies, bis auf

P. rhodesiae, jedoch nicht isoliert.

6.3 Minimale Hemmkonzentration

Wie in Abschnitt 5.4 beschrieben, wurde fir alle vorliegenden Stdmme die minimale
Hemmbkonzentration bestimmt. Dies schlieSt die 26 Stamme der Stammsammlung sowie die 211
Isolate mit dem im Rahmen dieser Arbeit entwickelten kulturellen Nachweis- und Zahlverfahren fiir
prasumtiv  (multi-)resistente Pseudomonaden-Stamme ein. Es wurden die minimalen
Hemmbkonzentrationen fiir die Antibiotika Imipenem, Ciprofloxacin und Netilmicin bestimmt. Diese
drei Antibiotika wurden auch fiir das beschriebene Verfahren zum Nachweis prasumtiv
(multi-)resistenter Pseudomonaden verwendet (siehe Abschnitt 4.3). Die Ergebnisse sind in vielerlei

Hinsicht interessant:

So weisen die gewonnenen Stdmme der Spezies P. geruginosa insgesamt etwas hohere MHKs auf
als die anderen Spezies. Dies betrifft insbesondere die ausgewahlten multiresistenten
Referenzstimme NCTC 13437 und NCTC 13921 aus der fiir diese Arbeit vorliegenden
Stammsammlung. Im Vergleich zu allen weiteren analysierten Stdmmen zeigten diese durchgehend
die hochsten MHKs. So wurden fir Imipenem und Netilmicin MHKs von >256 mg/l und flr
Ciprofloxacin eine minimale Hemmkonzentration von 128 mg/| bestimmt. Es handelt sich bei diesen
beiden Stdmmen um Isolate, die nachgewiesenermallen Metallo-B-Laktamasen aufweisen
[PHE, 2022; PHE 2022a]. P. aeruginosa NCTC 13921 wurde als Auswurf aus dem Rachenbereich

eines hospitalisierten Patienten isoliert [PHE, 2022a].

Hier zeigt sich eine Parallele zu den P. aeruginosa Isolaten aus den Lebensmitteln: Auch diese
weisen im Vergleich zu anderen nachgewiesenen Spezies hohere MHKs auf, was den Daten nach
EUCAST, 2022 entspricht. Jedoch lagen diese Werte im Vergleich zu den klinischen Isolaten
NCTC 13437 und NCTC 13921 zusammengefasst deutlich niedriger. Im Schnitt weisen die
P. aeruginosa-lsolate aus den Lebensmitteln minimale Hemmkonzentrationen von 8 bis >256 mg/|

fir Imipenem, 0,25 bis 1 mg/I fur Ciprofloxacin und 4 bis >256 mg/| fir Netilmicin auf.

Ebenfalls interessant sind die Stamme K14 und K7b, welche aus einer Diplomarbeit aus dem Jahr
2020 stammen und die fiir diese Arbeit freundlicherweise genutzt werden durften [Hasani, 2020].

Die genannten Stamme sind Teil der in Tab. 31, Anhang 9.5, aufgefiihrten Stammsammlung. Es

Seite 118



6. Diskussion

handelt sich um die Spezies P. putida und P. guariconensis. Beide Isolate stammen aus frischen
Krautern. K14 wurde aus Dill und K7b aus Basilikum isoliert. Die Isolate K14 und K7b weisen eine
Resistenz gegenliber dem Reserveantibiotikum Colistin mit minimalen Hemmkonzentrationen
von >512 mg/| auf und zeigen auch in den eigenen Untersuchungen der MHKs Auffilligkeiten. So
liegt die MHK fur Imipenem bei beiden Isolaten bei >256 mg/I. Fur Ciprofloxacin wurde im Fall des
Isolates K14 eine MHK von 0,25 mg/l und fiur K7b von 1mg/l bestimmt. Die minimale
Hemmbkonzentration fir Netilmicin lag bei beiden Stammen bei 2 mg/l. Somit liegen die MHKs
sowohl fir Ciprofloxacin als auch Netilmicin unter den ECOFFs, welche durch EUCAST fiir
Pseudomonas aeruginosa festgelegt werden [EUCAST, 2022]. Die Resistenz gegeniber Colistin,
einem Antibiotikum aus der Gruppe der Polymyxine, wird Uberwiegend durch das Gen mcr-1
vermittelt, welches auf einem Plasmid lokalisiert ist [Liu et al., 2016]. Auch die B-Laktamasen, die
zu einer Imipenemresistenz fihren konnen, sind plasmidvermittelt [Troillet et al., 1997]. Diese Co-
Resistenz von Imipenem und Colistin wurde bereits flir das Bakterium E. coli beschrieben. Auch die
Ubertragung des mcr-1-Genes mit Hilfe des Plasmides auf andere gramnegative Bakterienarten,
wie Klebsiella spp., Salmonella spp., Enterobacter spp. und Shigella spp. wurde ebenfalls
beobachtet [RKI, 2016]. Von daher scheinen die hier gemachten Beobachtungen nicht
verwunderlich, dass die Pseudomonas-Stamme sowohl eine hohe Resistenz gegeniber dem
Antibiotikum Imipenem als auch eine Colistinresistenz aufweisen. Ob die verbliebenen 24 Stamme
der Stammsammlung oder die 211 Isolate aus den Lebensmitteln ebenfalls eine Colistinresistenz

zeigen, wurde im Rahmen dieser Arbeit jedoch nicht weiter getestet.

Bei einigen weiteren Stammen, die aus den 184 untersuchten Lebensmittelproben gewonnen
wurden, wurde eine minimale Hemmkonzentration fiir Imipenem >256 mg/l bestimmt. Dazu zdhlen
die Isolate P002.A, P002.B (beides P. aeruginosa), PO04.A (P. oleovorans), HO47.D, HO47.E, HO49.A,
H049.B, H049.C, H049.D und HO51.A (alle P. fulva). Interessant ist hierbei die Verteilung der
Lebensmittel aus denen die aufgefiihrten Pseudomonaden stammen: Die P. geruginosa-Isolate
stammen aus einer Tomatenprobe, das Isolat PO04.A aus Dill, die Isolate HO47.D und HO47.E aus
gemischtem Hack und die Isolate H049.A bis H049.D sowie HO51.A aus Thiiringer Mett. Besonders
kritisch zu betrachten ist die Tatsache, dass Tomaten, Dill und Thiringer Mett in der Regel roh
verzehrt werden. Zudem ist die Spezies P. fulva in der Aufzahlung dieser Isolate besonders haufig
genannt. Jedoch ist zu beachten, dass die Stimme nur aus insgesamt drei Hackproben (H047, HO49
und HO51) isoliert wurden. Ein Zusammenhang zwischen hohen MHKs gegeniiber Imipenem bei

Stammen der Spezies P. fulva wurde nach eigenem Kenntnisstand bisher nicht publiziert.

Das Isolat D014.A, welches zur Spezies P. putida zahlt, zeigte in den Untersuchungen der minimalen

Hemmbkonzentration ebenfalls eine Auffalligkeit. So wurden MHKs fiir Imipenem von 64 mg/|, fir
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Ciprofloxacin von 1 mg/l und fir Netilmicin von >256 mg/| bestimmt. Diese Ergebnisse sind
besonders im Hinblick auf den bestimmten Wert fiir das Antibiotikum Netilmicin interessant. Eine
MHK fir das Antibiotikum Netilmicin mit einem Wert von >256 mg/l wurde im Rahmen dieser
Arbeit lediglich fur die klinischen P. aeruginosa Stamme NCTC 13437 und NCTC 13921 und das Isolat
D014.A der Spezies P. putida bestimmt. Auch liegen die Werte fir Imipenem und Ciprofloxacin
hoéher als die durchschnittlich bei allen anderen untersuchten Isolaten bestimmten minimalen
Hemmkonzentrationen. Aufgrund dieser Beobachtungen wurde sich dazu entschlossen das Isolat
D014.A, welches aus einer marinierten Hahnchenbrust stammt, zu sequenzieren. Warum gerade
dieses Isolat im Vergleich zu anderen aus rohen Fleischproben isolierten Stamme so hohe MHKs
aufweist, konnte jedoch nicht geklart werden, da keine entsprechenden Resistenzgene mittels NGS

nachgewiesen wurden.

Beziglich der bestimmten minimalen Hemmkonzentrationen fir die getesteten Isolate der Spezies
P. fluorescens wurden folgende Beobachtungen gemacht: Die aus der Stammsammlung
stammenden  P. fluorescens-Stamme  17-L-06238-1-1, 17-L-06549-2-1, 17-L-08128-3-1,
17-1-08580-1-1, 17-L-08580-2-1, 17-L-08582-1-1, 17-L-08880-2-1 und 17-L-10564-1-1 wurden im
Jahr 2017 im Rahmen von Routineuntersuchungen im Institut fiir Hygiene und Umwelt aus
verschiedenen Lebensmittelproben isoliert (siehe Tab. 31, Anhang 9.5). Dazu zédhlten Thiringer
Mett, geschlagene Sahne und Desserts mit hohem Sahneanteil, rohes Seelachsfilet, eine rohe
Forelle sowie eine ebenfalls nicht durchgegarte Hahnchenpfanne. Dabei ist interessant, dass die
minimalen Hemmkonzentrationen mit 2 mg/l fir Imipenem und Netilmicin sowie 0,25 mg/| fur
Ciprofloxacin im Durchschnitt niedriger liegen als die MHKs der Spezies P. fluorescens aus den
eigens im Jahr 2020 untersuchten Lebensmitteln. Mit dem kulturellen Nachweis- und Zahlverfahren
fir prasumtiv (multi-)resistente Pseudomonaden wurde insgesamt dreimal die Spezies
P. fluorescens nachgewiesen. Die fir die genannten Stdmme bestimmten MHKs sowie die
Lebensmittel, aus denen sie stammen, sind in der folgenden Tabelle aufgefiihrt.

Tab. 24: Minimale Hemmkonzentrationen der P. fluorescens-lsolate aus den im Rahmen dieser
Arbeit untersuchten Lebensmitteln.

P. fluorescens-lIsolat MHK Imipenem MHK Ciprofloxacin MHK Netilmicin
[mg/1] [mg/1] [mg/1]
HO41.A
. 8 0,25 1
(gem. Hack aus Rind + Lamm)
P022.A (Majoran) 2 0,5 4
P029.A (Tomaten) 16 1 8
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Es wird offensichtlich, dass die minimalen Hemmkonzentrationen fir die im Jahr 2020 isolierten
Stamme der Spezies P. fluorescens insgesamt hohere Werte aufweisen, als die Stamme aus dem
Jahr 2017. Es kénnte im Laufe der Jahre zu einer Verstarkung des Resistenzproblems gekommen
sein. Jedoch sind mit sieben Isolaten aus dem Jahr 2017 und drei Isolaten aus dem Jahr 2020 der
Umfang der Untersuchung zu gering um dies aussagekraftig beurteilen zu kénnen, sodass

diesbeziiglich weitere Untersuchungen durchgefiihrt werden mussten.

Bei genauerer Betrachtung der Isolate, welche zur P. fluorescens-Gruppe zahlen, fallt zudem
Folgendes auf: Auf Basis der von EUCAST publizierten MHKs lassen sich ECOFFs fiir Ciprofloxacin
und Netilmicin von 0,125 mg/l bzw. 0,5 mg/l vermuten. Daten fir das Antibiotikum Imipenem
liegen nicht vor [EUCAST, 2022]. Fiir die Isolate der Spezies P. koreensis, P. corrugata, P. rhodesiae,
P. gessardii, P. fluorescens, P. libanensis und P. synxantha entsprechen bzw. (bertreffen die
bestimmten MHKs dementsprechend den jeweiligen ECOFF-Werten. Dies lasst die begriindete
Annahme zu, dass es sich hier um resistente Isolate handelt. Dies betrifft zudem auch die Isolate
17-L-06238-1-1, 17-L-06549-2-1, 17-L-08128-3-1,17-L.-08580-1-1, 17-L-08580-2-1, 17-L-08582-1-1,
17-L-08880-2-1 und 17-L-10564-1-1, welche zur Spezies P. fluorescens und somit der P. fluorescens-
Gruppe zahlen. In der Literatur finden sich jedoch kaum Hinweise auf eine klinische Relevanz der
P. fluorescens-Gruppe, sodass der Fokus fiir das Next Generation Sequencing auf die Isolate der

Spezies P. aeruginosa gelegt wurde [Scales et al., 2014].

6.4 Next Generation Sequencing

Von den 211 mit dem hier beschriebenen kulturellen Nachweis- und Zahlverfahren isolierten
prasumtiv (multi-)resistenten Pseudomonaden wurden 34 sequenziert. Diese gliedern sich in zwei
Gruppen: Die Isolate P002.A, P025.A, S018.A, S018.8, D009.A, H032.A, H032.B, H034.A HO34.B und
H043.D (alle P. aeruginosa) wurden mittels Sequenziergerat der Firma PacBio® untersucht. Fir die
Isolate 20-L-01579, D009.B, H032.C, HO34.C, HO43.E, HO043.F, H057.B, H057.C, H057.D, HO57.E,
HO57.F, P002.B, S023.A, S023.B, S023.C, S023.D, S023.E, S023.F, S023.G, S023.H, S023.1, S023.J,
S023.K (alle P.aeruginosa) und DO014.A (P. putida) wurde das MiSeq® der Firma lllumina®

verwendet.

6.4.1 Nachweis einzelner Resistenzgene

Im Rahmen dieser Arbeit standen unter anderem die mdglichen Carbapenemresistenzen der aus
den Lebensmitteln isolierten Stamme im Fokus. Hierzu wurde stellvertretend Imipenem gewahlt
und bereits im Nahrmedium des hier beschriebenen kulturellen Nachweis- und Zahlverfahren fiir

die Selektion der prasumtiv (multi-)resistenten Pseudomonaden verwendet. Daher war es zu
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erwarten auch Stamme aus den zu untersuchenden Lebensmitteln zu isolieren, die Resistenzen
gegenilber Imipenem bzw. die Antibiotikagruppe der Carbapeneme aufweisen. Auf Genebene
konnte dies mit Hilfe des Next Generation Sequencing ebenfalls bestatigt werden, da Resistenzgene,
welche fir eine Unempfindlichkeit gegenliber Carbapenemen verantwortlich sind, nachgewiesen
wurden. Es handelt sich hierbei um die Gene der Gruppe ,,bla“, welche B-Laktamasen codieren. Es
wurden die Gene blaOXAso, blaOXAsss, blaOXAgsz, blaOXAgs, blaPDC;, blaPDCs, blaPDCs, blaPDCs
und blaPDCiz in den sequenzierten Stammen nachgewiesen. Im prozentualen Vergleich wurde
blaOXAso mit einem Anteil von 57 % am haufigsten nachgewiesen. So wiesen die Isolate in vier der
sieben P. aeruginosa-Klongruppen dieses Gen auf. Die Gene blaOXAu4ss und blaPDCs; wurden in je
drei der sieben Gruppen nachgewiesen. Es handelte sich dabei jedoch nicht um dieselben drei
Klongruppen an Isolaten. Die Gene blaOXAss;, blaPDC; und blaPDCg waren in je zwei
unterschiedlichen Klongruppen vorhanden. Auch hier ergab sich jedoch keine Ubereinstimmung in
den Klongruppen. In nur je einer Klongruppe wurden die Gene blaOXAqo4, blaPDCs und blaPDCiz0

nachgewiesen.

Bei blaOXA4ss handelt es sich laut Literaturangaben um ein vielfach in P. aeruginosa anzutreffendes
Resistenzgen [Madaha et al., 2020]. Im Rahmen dieser Arbeit konnte die Anwesenheit dieses Gens
fiir nahezu die Halfte der Klongruppen bestatigt werden. Auffallig hingegen sind die P. aeruginosa-
Isolate 20-L-01597 und HO57.F und das nachgewiesene Gen blaPDC;;. Diese Reprasentanten
zweier Klone sind die einzigen der 33 sequenzierten P. aeruginosa-Lebensmittelisolate, welche
dieses Gen zeigen. In der Literatur finden sich hierzu jedoch keinerlei Hinweise auf die Besonderheit

des Vorkommens dieses Gens in Pseudomonaden.

Die Anwesenheit von Efflux-Systemen konnte ebenfalls mittels NGS-Analysen bestatigt werden. Fir
die zehn P. aeruginosa-Lebensmittelisolate, welche mit Hilfe des Gerdtes der Firma PacBio®
sequenziert und mittels der Software Bakcharak (Version 2.0) ausgewertet wurden, konnte die
Anwesenheit der Effluxpumpen-Gene mexA, mexE und mexX nachgewiesen werden. Alle der zehn
sequenzierten P. aeruginosa-lsolate wiesen die genannten Gene auf. Folglich ergab sich ein
prozentualer Anteil von 100 % fiir das jeweilige Gen. Die Analyse der mittels Illumina MiSeq®
erhobenen Rohdaten mit dem Programm MultiQC (Version 1.9) lieferte zudem noch die Erkenntnis,
dass alle 24 untersuchten Isolate mit Ausnahme von D014.A (P. putida) neben den Genen mexA,
mexE und mexX auch die Gene der Efflux-Systeme MexB, MexC, MexD, MexF und MexY aufweisen.
Des Weiteren konnten die Gene der Aulenmembranproteine OprJ, OprM und OprN detektiert
werden. Dies bedeutet, dass die Anwesenheit verschiedener Efflux-Systeme in den untersuchten

Isolaten bestatigt werden konnte. Es handelt sich hierbei zusammengesetzt um MexAB-OprM
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(Efflux von B-Laktamen und Fluorchinolonen), MexCD-OprJ (Efflux von B-Laktamen) MexEF-OprN
(Efflux von Fluorchinolonen) und MexXY-OprM (Efflux von Aminoglykosiden) [Pang et al., 2019].

Zusammengefasst zeigten alle P. aeruginosa-lsolate, welche mittels lllumina MiSeq® untersucht
wurden, die Gene mexA, mexB, mexC, mexD, mexE, mexF, mexX und mexY. Die einzige Ausnahme
bildet hier das Isolat P. putida D014.A, welches laut Analysen nur die Gene fir das Efflux-System
MexEF aufweist. Die Auswertung der Untersuchungen mit Hilfe des Gerates der Firma PacBio® in
Kombination mit der Pipeline Bakcharak (Version 2.0) ergab jedoch, dass fiir P. aeruginosa-Isolate
die Effluxpumpen-Gene mexB, mexC, mexD, mexF und mexY nicht nachgewiesen werden konnten.

Dies Uberrascht in mehrerlei Hinsicht:

Zum einen sind zum Beispiel die Gene mexB, mexF und mexY Teil der Efflux-Systeme MexAB, MexEF
und MexXY und die Anwesenheit der Gene mexA, mexE und mexY konnte fir diese Stamme mit der
genannten Auswertung nachgewiesen werden. Zum anderen handelt es sich bei den aufgefihrten
Isolaten Gberwiegend um Klone (zum Beispiel P0O02.A und P002.B oder DO09.A und D009.B) (siehe
Abschnitt 5.6). Die einzige Ausnahme bildet hier das P. aeruginosa-Lebensmittelisolat P025.A,
welches einen Sequenztyp aufweist, der keinem der weiteren, nachgewiesenen entspricht (siehe
Abschnitt 5.6.1). Zuséatzlich handelt es sich bei Effluxpumpen der Gattung Pseudomonas um
intrinsische Resistenzen, sodass das Vorhandensein dieser Gene in den gepriften Isolaten bereits
vermutet wurde [Poole, 2001]. Es verwundert daher, dass die Gene fir die Effluxpumpen MexA,
MexE und MexX mittels PacBio® nicht in allen sequenzierten Stammen nachgewiesen wurden. Da
sowohl die Isolation der einzelnen Stamme sowie die Gewinnung der DNA fiir alle Isolate analog
erfolgte und sich nur die Art der Sequenzierung und Auswertung unterschied, kann die Ursache fiir
die Diskrepanzen in dieser Tatsache vermutet werden. Im Vergleich der Auswertesysteme
Bakcharak (Version 2.0) und MultiQC (Version 1.9) ist zudem auffillig, dass es mit der
Sequenzierung mittels PacBio® und Auswertung mit Hilfe der Pipeline Bakcharak (Version 2.0) nur
gelang die Membranfusionsproteine MexA, MexE und MexX zu detektieren, wohingegen es mit
dem Programm MultiQC (Version 1.9) in Kombination mit der Sequenzierung am lllumina MiSeq®

moglich war die vollstandigen Efflux-Systeme inklusive AuBenmembranproteinen nachzuweisen.

Neben den Genen fir B-Laktamasen und Effluxpumpen wurde in einigen Stdmmen aullerdem das
Resistenzgen crpP nachgewiesen, welches eine Resistenz gegeniber dem Antibiotikum
Ciprofloxacin verursacht (Verweis auf Abschnitt 7.1). Das genannte Gen wird plasmidkodiert
[Chavez-Jacobo et al., 2018]. 23 der insgesamt 34 sequenzierten Isolate wiesen dieses Resistenzgen
auf. Dies sind die P. aeruginosa-Stamme P002.A, P025.A, S018.A, S018.B, D0O09.A (Sequenzierung
erfolgte mittels Gerat der Firma PacBio®) sowie 20-L-1597, H057.B, H057.C, HO57.D, HO57.E, HO57.F,
P002.B, S023.A, S023.B, S023.C, S023.D, S023.E, S023.F, S023.G, S023.H, S023.1, S023.J) und S023.K.
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Letztere zdhlen ebenfalls zur Spezies P. aeruginosa und wurden mit Hilfe des lllumina MiSeq®
analysiert. Prozentual gesehen betragt der Anteil an Stdmmen, welche nachgewiesenermalRen das
Gen crpP unter Berlicksichtigung der sieben Klongruppen zu denen die einzelnen Isolate zahlen,
somit 71 %. Auch hier fallen die Unterschiede zwischen den verwendeten Sequenziermethoden
PacBio® und lllumina MiSeq®, wie sie bereits fiir den Nachweis der , mex“-Resistenzgene
beschrieben wurden, auf. Dies betrifft die Klone D009.A (sequenziert mittels PacBio®) und D009.B
(sequenziert mittels Illumina MiSeq®). Fur das Isolat DO09.A konnte das Gen crpP nachgewiesen
werden, fir Isolat D0O09.B aus derselben Probe nicht. Jedoch sei an dieser Stelle auf die Problematik
mit dem Nachweis von Plasmiden, welche weiter in Abschnitt 6.4.7 ausgefiihrt wird, hingewiesen.
Daher kdonnen diese Unterschiede an dieser Stelle nicht zweifelsfrei auf mogliche Diskrepanzen der
verschiedenen Sequenziermethoden zurlickgefiihrt werden. Vergleicht man die Stdmme, bei denen
das Resistenzgen crpP nachgewiesen wurde zusatzlich mit den hierflr jeweils bestimmten
minimalen Hemmbkonzentrationen fiir Ciprofloxacin, so fallt auf, dass die fir die P. geruginosa-
Isolate bestimmten MHKs zwischen 0,5 und 1 mg/| liegen. Der fir die Spezies P. aeruginosa
angegebene ECOFF liegt bei 0,5 mg/l [EUCAST, 2022]. Eine Korrelation zwischen hoheren MHKs
gegeniber Ciprofloxacin und dem Vorhandensein des Resistenzgens crpP konnte nicht beobachtet
werden. Dies mag jedoch auch in der Tatsache begriindet liegen, dass eine Ciprofloxacinresistenz
nicht ausschlieRlich durch das Gen crpP verursacht wird, sondern zusatzlich in einer Mutation in der
DNA-Gyrase (genauer in den Genen gyrA oder gyrB), einer verringerten
AulRenmembranpermeabilitit oder einem gesteigerten Efflux begriindet liegen kann

[Cambau et al., 1995].

Das Gen aph(3°‘)-1lb, welches fiir eine Aminoglykosidresistenz verantwortlich ist, wurde in 33 der 34
sequenzierten Isolate nachgewiesen. Der Nachweis erfolgte nur fiir den Stamm D014.A (P. putida)
nicht. Bei aph(3°‘)-1lb handelt es sich um ein in P. aeruginosa chromosomal kodiertes Resistenzgen,
welches zur Gruppe der Aminoglykosid modifizierenden Enzyme gehort [Zeng et Jin, 2003]. Das kein
Nachweis in Isolat DO14.A erfolgte, welches zur Spezies P. putida zdhlt, ist daher wenig

verwunderlich.

6.4.2 Phylogenetik und Klone

Ebenfalls von Interesse im Rahmen der Untersuchungen mittels Next Generation Sequencing war
die Phylogenetik. Mit Hilfe der Phylogenetik lassen sich Rickschlisse auf die
Verwandtschaftsverhdltnisse der einzelnen Stamme schlieBen. Im Rahmen dieser Arbeit wurde fiir
die Stdmme 20-L-01597, D009.B, H032.C, HO34.C, HO43.E, HO43.F, H057.B, HO57.C, HO57.D, HO57.E,
HO57.F, P002.B, S023.A, S023.B, S023.C, S023.D, S023.E, S023.F, S023.G, S023.H, S023.I, S023.J,

S023.K (alle P. aeruginosa) und D0O14.A (P. putida) welche mit dem lllumina MiSeq® sequenziert
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wurden, drei phylogenetische Stammbadume erstellt. Zwei Stammbadume auf Grundlage des cgMLST
und einer auf Basis des SNP. Aufgrund der unterschiedlichen Spezies von Isolat D014.A (P. putida)
wurde letzterer jedoch ohne ebendieses lIsolat erstellt. Als Referenzgenom wurde in allen
Untersuchungen P. geruginosa PAO1 verwendet. Zudem wurden mit Hilfe der MLST
Nukleotidprofile und Sequenztypen zum Vergleich aller 33 P. aeruginosa-Lebensmittelisolate

bestimmt.

Bei den in dieser Arbeit vorliegenden sequenzierten Isolaten sind bei den phylogenetischen
Stammbd&dumen Nukleotidunterschiede von 0 bis 2 (bzw. 0 bis 6 im Falle des SNP) zwischen den
jeweiligen Isolaten, welche insbesondere auch aus denselben Lebensmittelproben isoliert wurden,
bestimmt worden. Es lassen sich folglich eindeutige Verwandtschaften zwischen den Isolaten aus
den jeweiligen Lebensmitteln erkennen. Ein Vergleich der verschiedenen Muster der MLST zeigte
zudem naheliegende Ubereinstimmungen bei exakt den Stimmen, die auch anhand des cgMLST
und der SNP-Analyse denselben Clustern zugeordnet wurden. Dariiber hinaus sind die MLST-Profile
der Stamme innerhalb eines Clusters identisch. Aufgrund der Tatsache, dass ein zufalliges Auftreten
eines identischen MLST-Musters bei zwei Isolaten als unwahrscheinlich eingestuft werden kann,
kénnen diese Staimme, welche ein identisches Allelprofil der getesteten sieben Haushaltsgene
aufweisen, einem gleichen Klon zugeordnet werden [Spratt, 2004; Gessner, 2018]. Dies ist im Falle
der hier sequenzierten Stamme fiir alle Cluster der Fall, sodass von Klonen ausgegangen werden

kann.

Bei einzelner Betrachtung der sequenzierten Isolate sind insbesondere die Stamme H032.C und
H034.C, welche ein Cluster bilden, interessant. Bei beiden handelt es sich um P. aeruginosa-
Stamme, die jeweils von dem Agar CFC mit 4 mg Netilmicin/l entnommen wurden. Isolat H032.C
stammt aus einer Probe Rinderhackfleisch, Isolat H034.C aus Beeftatar. Die Alleldifferenz beider
Isolate betragt laut phylogenetischem Stammbaum 2. Laut Literaturangaben kann bei einem
Unterschied von ca. 0 bis 20 Allelen davon ausgegangen werden, dass die zwei miteinander
verglichenen Isolate eine enge Verwandtschaft aufweisen [Jagadeesan et al., 2019]. Ferner kann
angenommen werden, dass die entsprechenden Erreger einen jlingeren gemeinsamen Vorfahren
aufweisen, der von einem gemeinsamen Ursprung stammt. [BfR, 2019]. Eine nahe Verwandtschaft
bzw. Klonalitat der beiden Isolate H032.C und H034.C kann also, auch aufgrund der Tatsache, dass
beide Isolate den Sequenztyp 1232 aufweisen, angenommen werden. Erklart werden kann dies mit
der Tatsache, dass beide Proben aus demselben Betrieb entnommen wurden. Ob es sich hierbei
um eine Kreuzkontamination wahrend der Verarbeitung im Betrieb (z. B. Gber den Fleischwolf,
Schneidegerate, Mitarbeiter) handelte oder die beiden Proben aus dem gleichen Ausgangsfleisch

hergestellt wurden, konnte nicht nachvollzogen werden. Basierend auf den erstellten Daten
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erscheint es als sehr wahrscheinlich, dass sich der gleiche Stamm innerhalb der Produktion
ausgebreitet hat. Hier zeigt sich das Next Generation Sequencing als wirksames Mittel, um

Kontaminationswege (iber Verwandtschaftsgrade verschiedener Isolate festzustellen.

Ahnlich verhilt es sich mit den Isolaten S023.A bis 5023.K, die alle aus derselben aufgeschlagenen
Sahneprobe, jedoch von drei unterschiedlichen Ndhrmedien stammen. Die Isolate S023.A bis
S023.E wurden von CFC-Agar mit 4 mg Imipenem/I, die Isolate S023.F und S023.G vom Nahrmedium
CFC-Agar mit 0,5 mg Ciprofloxacin/l und die Isolate S023.H bis S023.K vom N&hrboden CFC-Agar mit
4 mg Netilmicin/l isoliert. Die Distanzen der jeweiligen Isolate zueinander betragen im Schnitt 1 bzw.
2 (siehe Abb. 38). Auch hier lasst sich eine nahe Verwandtschaft erkennen. Da alle Isolate aus
derselben Probe stammen, verwundert dieses Ergebnis nicht. Die isolierten P. aeruginosa-Stamme
S018.A und S018.B wurden bereits Monate zuvor aus einer ebenfalls aufgeschlagenen Sahneprobe
desselben Eiscafés wie die Isolate der Probe S023 gewonnen und zeigen mit ST17 auch dasselbe
Allelprofil. In Abschnitt 4.6.2 wurde bereits auf das Vorhandensein hoher Keimzahlen an
Pseudomonaden in Sahne aus Sahneaufschlagautomaten verwiesen
[Verbraucherschutz Sachsen-Anhalt, 2016]. Bedingt wird dies durch den kleinteiligen Aufbau und
die somit verbundene erschwerte Reinigung und Desinfektion der Maschinen
[Verbraucherschutz Sachsen-Anhalt, 2016; Hamburg, 2018]. Anhand der im Rahmen dieser Arbeit
gewonnenen Ergebnisse lasst sich vermuten, dass es zu einer Besiedelung des verwendeten
Sahneaufschlagautomaten des Eiscafés mit dem aufgefihrten P. aeruginosa-Stamm ST17
gekommen ist, was im Anschluss zu einer stetigen Kontamination der dort aufgeschlagenen Sahne

gefiihrt hat.

Eine Verwandtschaft konnte auch fiir die Isolate H043.E und HO43.F nachgewiesen werden. Beide
Isolate stammen aus derselben Rinderhackprobe und wurden von demselben Ndhrmedium (CFC-
Agar mit 4 mg Netilmicin/l) isoliert. Die Alleldifferenz betragt fiir diese zwei Isolate 1. Zudem zeigen
sie, zusammen mit dem Isolat H043.D, dasselbe Nukleotidprofil und weisen den Sequenztypen 1129
auf. Es kann also begriindet davon ausgegangen werden, dass es sich bei den jeweiligen Isolaten
um Klone handelt. Das Isolat H034.B nimmt hier eine Sonderstellung ein. Es wurde am Gerat der
Firma PacBio® sequenziert und zeigt mit ST1129 dasselbe Nukleotidprofil und Resistenzgene wie
die Isolate H043.D bis H043.F. Jedoch wurde es aus einer Probe Beeftatar des Betriebs gewonnen,
aus dem die Proben H032 und H034 entnommen wurden. Dieses stimmt allerdings nicht mit den
Ergebnissen der Isolate H034.A, H034.C oder H032.A bis H032.C Uiberein. Wie es hierzu gekommen

sein kdnnte, konnte nicht nachvollzogen werden.

Interessant wird es auch bei den Clustern 20-L-01597 und HO57.F (die Differenz der Allele betragt 2)
sowie P002.B und HO57.B bis H057.D (die Alleldifferenz wurde mit einem Wert von 0 bestimmt).
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Isolat 20-L-01597 wurde im Rahmen einer Routineuntersuchung im Institut fir Hygiene und
Umwelt (Hamburg) aus aufgeschaumter Milch isoliert. Das Isolat HO57.F stammt aus einer explizit
fiir das eigene Verfahren verwendeten Probe Schweinehackfleisch. Es handelt sich bei beiden
Isolaten um P. aeruginosa mit dem ST2545, jedoch wurden keine Ahnlichkeiten zwischen den
Probeentnahmeorten festgestellt. Zudem ist auffallig, dass die ebenfalls aus der genannten
Schweinehackfleischprobe entnommenen Isolate H057.B bis H057.D ein eigenes Cluster bilden.
Jedoch beinhaltet dieses Cluster zusatzlich noch Isolat PO02.B. Letzteres wurde aus einer Tomate
gewonnen. Die angegebenen Unterschiede in den Allelen von 2 bzw. 0 lassen auf eine nahe
Verwandtschaft der Isolate innerhalb der aufgefiihrten Cluster schlieBen. Bestatigt wird dies durch
die Ergebnisse der MLST, welche die Isolate PO02.A und HO57.E miteinschlieBt. Es konnte fiir die
P. aeruginosa-Lebensmittelisolate PO02.A, P002.B, H057.B, HO57.C, HO57.D und HO57.E dasselbe
Allelprofil mit dem Sequenztyp 244 bestimmt werden. Wie es jedoch zu einem gemeinsamen
Vorfahren der entsprechenden Isolate gekommen sein konnte, konnte in diesen Untersuchungen

nicht rekonstruiert werden.

Fiir die Isolate DO09.A und DO009.B (P.aeruginosa aus Putenfleisch) wurden dieselben
Nukleotidprofile und Resistenzgene nachgewiesen. Des Weiteren stammen die Isolate aus

derselben Probe, sodass von Klonen ausgegangen werden kann.

Das Isolat D014.A (P. putida aus mariniertem Hahnchenfleisch) zahlt laut dem erstellten
phylogenetischen Stammbaum zu keinem der aufgefiihrten Cluster und steht fiir sich. Es konnten
hier keine nahen Verwandtschaften zu weiteren Isolaten nachgewiesen werden. Dies Uiberrascht
jedoch wenig, da es sich bei diesem Isolat im Gegensatz zu den Ubrigen sequenzierten

P. aeruginosa-Lebensmittelisolaten um einen Stamm der Spezies P. putida handelt.

Beim cgMLST werden, im Gegensatz zu den SNPs nur Allelunterschiede ohne Unterscheidung der
Anzahl und Art der Mutation zwischen den zu vergleichenden Isolaten beriicksichtigt. Dies kann
dazu fihren, dass die SNP-Untersuchung ein hoheres Aufldsungsvermaogen liefern kann [BfR, 2020].
Im Vergleich zu dem phylogenetischen Stammbaum, der auf Grundlage des cgMLST erstellt wurde,
zeigt der Stammbaum auf Basis der SNPs keine nennenswerten Unterschiede. Auch hier sind die
bereits genannten Cluster sichtbar. Beide Methoden der Erstellung der phylogenetischen

Stammbadume haben sich im Rahmen dieser Arbeit daher als gleichwertig erwiesen.

Eine Ubereinstimmung mit den in der Literatur als ,Hochrisiko-Klonen“ beschriebenen ST235,
ST111 und ST175 [Oliver et al., 2015] konnte fir die untersuchten Lebensmittelisolate nicht
nachgewiesen werden. Jedoch wurde der Klon ST244 (einer von zehn Klonen, die weltweit als Klone

mit hohem Risikopotenzial angesehen werden [del Barrio-Tofifio et al., 2020]) flinfmal im Rahmen
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dieser Arbeit nachgewiesen. Das Risikopotenzial wird dabei anhand von sechs Kriterien beurteilt.
Dazu zahlt die weltweite Verbreitung, das Vorhandensein mehrerer antimikrobieller Merkmale, die
Fahigkeit den Wirt zu kolonisieren, die Ubertragbarkeit und ob eine gesteigerte Pathogenitit sowie
die Fahigkeit eine erneute Infektion auszuldsen, vorliegen [de Lagarde et al., 2021]. ST244 wurde
fur die Isolate HO57.B, HO57.C, HO57.D und HO57.E sowie P002.A und P002.B bestimmt. Die Isolate
stammten aus einer Schweinehackfleisch- (H057.B, H057.C, HO57.D und HO57.E) bzw. einer
Tomatenprobe (P002.A, P002.B). Insbesondere vor dem Hintergrund, dass Tomaten auch roh
verzehrt werden konnen, ist dieser Fund als kritisch zu betrachten [Chelaghma et al., 2021]. Klon
ST17, wie es die Isolate S018.A, S018.B sowie S023.A bis S023.K aufweisen, wird in der Literatur mit
gegensatzlichen Informationen beschrieben: Zum einen wird ST17 als nicht naher kritisch
angesehen, zum anderen gibt es aber auch eine Publikation, in der von einem nosokomialen
Ausbruch aufgrund der Kontamination von medizinischen Gerdaten mit ST17 Klonen die Rede ist
[Lee et al., 2020; Fernandez-Cuenca et al., 2020]. Bezogen auf die Ergebnisse der eigenen Arbeit
zeigen die ST17-Isolate MHKs von 8 mg/I (Imipenem), 0,5 mg/| (Ciprofloxacin) sowie 4 bis 16 mg/|
(Netilmicin) und liegen damit zwar Gber den jeweiligen ECOFFs allerdings konnten keine weiteren
Auffélligkeiten der Stdmme hinsichtlich ihres Resistenzverhaltens beobachtet werden
[EUCAST, 2022]. Fir die ebenfalls mittels eigener Untersuchung nachgewiesenen Klone ST2545
(Isolate 20-L-01597 und HO57.F), ST2505 (Isolat DO09.A und D009.B), ST1232 (Isolate H032.A,
H032.B, H032.C, H034.A und H034.C) sowie ST1129 (H034.B, H043.D, H043.E und HO043.F) konnten

in der Literatur zudem keine Publikationen zu besonderen Auffalligkeiten gefunden werden.

6.4.3 Herkunftsfrage

Von Interesse bei dem Vorkommen (multi-)resistenter Bakterien in Lebensmitteln war im Rahmen
der vorliegenden Arbeit auch die Frage woher die nachgewiesenen Pseudomonaden urspriinglich
stammen. Im Fall der Pseudomonaden wird dies durch ihr ubiquitdres Vorkommen erschwert
[Peix et al., 2018]. So ist denkbar, dass die Bakterien der Gattung Pseudomonas entweder (ber den
Boden, Tierkot (insbesondere Freilandpflanzen) und/oder das (GieR-)Wasser (z.B. bei den
pflanzlichen Lebensmitteln), die Tiere (z.B. bei den Fisch- und (Hack-)Fleischproben),
Verarbeitungsgegenstande (u. a. bei der Sahne, den Fleisch- oder den Fischproben) oder den
Menschen (z. B. bei der Ernte diverser pflanzlicher Lebensmittel, der Verarbeitung im Betrieb-
beispielsweise bei Hackfleisch- oder der Reinigung der Verarbeitungsgegenstinde z.B. der
Sahneaufschlagmaschine, Fleischwolf und Messer fir Fleisch und Fisch) auf die untersuchten
Lebensmittel gelangt sein konnten [Spiers et al, 2000; Sgrensen et Nybroe, 2004;
Mena et Gerba, 2009; Raposo et al.,, 2017]. Auch eine Kreuzkontamination in Betrieben durch

andere Lebensmittel oder fiir die Verarbeitung mehrerer Nahrungsmittel genutzte Gegenstande
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wie Schneidebretter, Messer, Arbeitsflichen usw. erscheint als plausible Maoglichkeit

[Raposo et al., 2017].

Um ebendiese Herkunftsfrage der aus den untersuchten Lebensmitteln isolierten Stimme zu klaren,
sollte das Next Generation Sequencing helfen und Auskiinfte liefern. Die Suche nach spezifischen
Markergenen, die auf eine eindeutige Herkunft deuten kénnten, verlief jedoch erfolglos. Nach
eigenem Kenntnisstand gibt es zum Zeitpunkt des Verfassens dieser Arbeit keine Publikationen zu
Unterschieden in den Genen von Pseudomonaden zum Beispiel zwischen Bakterien mit

urspriinglich tierischer Herkunft oder denen aus dem Bereich der Umwelt.

Im Feld der Humanmedizin, in der insbesondere P. aeruginosa eine Rolle spielt, gibt es jedoch
Publikationen, die nach einem Ausbruch mit Pseudomonaden auf einer Station eines
Krankenhauses, diesen auf die dort genutzte Patientenverpflegung zurlickfihren konnten. Dies
konnte mit Hilfe von Abklatschproben an Verarbeitungsgegenstinden (wie Messern oder
Schneidebrettern) in der Krankenhauskiche und den Handen der dort tatigen Mitarbeiter sowie
der Untersuchung der dort zu verarbeitenden Lebensmittel aufgedeckt werden. Jedoch wurde
hierbei nicht die Frage geklart, wie die Pseudomonaden in die Lebensmittel gelangten
[Kominos et al., 1972]. Auf die eigene Arbeit bezogen lasst sich dieses Vorgehen nicht anwenden,
da die untersuchten Lebensmittelproben aus diversen Supermarkten oder Speisegaststdtten
stammten und dort bereits in unterschiedlichen Verarbeitungsstufen vorlagen und entnommen
wurden. Im Falle der abgepackten Lachsproben werden zwar die Verarbeitungsbetriebe angegeben,
jedoch liegen diese im europdischen Ausland. Auch die dort herrschenden
Produktionsbedingungen sind nicht bekannt. Bei der fiir diese Arbeit verwendeten losen Ware
wurde auBerdem teilweise nur das Herkunftsland angegeben, sodass ein Riickschluss auf den

Betrieb erschwert bzw. teilweise unmoglich ist.

Theoretisch kdnnte jedoch im Fall der bereits verzehrfertigen aufgeschlagenen Sahneproben aus
den Hamburger Eiscafés oder direkt im Betrieb hergestellten Hackfleischproben Abklatschproben
der Hande der Mitarbeiter entnommen werden und die Rohware sowie wichtige
Verarbeitungsgegenstinde beprobt werden. Bei einer Ubereinstimmung der Spezies und
genetischen Resistenzgene, sowie einer Ubereinstimmenden Phylogenetik konnte dies erste
Hinweise liefern. Dennoch ist anzumerken, dass fur diesen Fall nicht sicher ermittelt werden kann,
ob das Lebensmittel zuerst die Pseudomonaden enthielt und diese dann auf den
Mitarbeiter/Verarbeitungsgegenstande gelangt sind oder andersherum. Auch die urspringliche
Herkunft (Mensch, Tier, Umwelt) kdnnte nicht bestimmt werden. Zudem ist zu bedenken, dass eine
Kontamination moglicher Verarbeitungsgegenstande mit den gesuchten Bakterien aufgrund der

Fahigkeit der Pseudomonaden Biofilme zu bilden auch in der Vergangenheit erfolgt sein konnte
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[Mah et al., 2003]. Des Weiteren erscheint dieses Vorgehen als sehr zeit- und kostenintensiv und
wenig aussagekraftig. Darliber hinaus, missten auch die Mitarbeiter einer Probeentnahme von
ihren Handen zustimmen. Ob dieser Aufwand bei jeder Probenahme durch die entsprechenden

Probenehmer geleistet werden kann, ist fraglich.

Als denkbare Moglichkeit sich der Herkunft der einzelnen Isolate anzundhern, kénnte jedoch die
Erweiterung der Anzahl untersuchter Stamme dienen. Moglicherweise werden so phylogenetische
Ahnlichkeiten zwischen zwei Stdmmen unterschiedlicher Herkunft erkannt. Auch die
Zusammenhdnge moglicher Ausbruchsgeschehen kdénnten so detektiert werden. Durch eine
Erweiterung der untersuchten und abgeglichenen Stimme kénnte man sich so der Antwort auf die
Herkunftsfrage zumindest anndhern. Eine Variante wéare zudem der Vergleich von Daten mittels

Datenbanken. Dies wird im folgenden Abschnitt beschrieben.

6.4.4 Vergleich der Ergebnisse des MLST mit der Datenbank PubMLST

Ein weiterer Ansatz sich den phylogenetischen Verwandtschaftsverhaltnissen sowie der
Herkunftsfrage anzunahern, war es die Daten der MLST der eigenen Isolate mit bereits bekannten
Daten aus der Datenbank PubMLST zu vergleichen [PubMLST, 2022]. Hierbei zeigten sich
Ubereinstimmungen der Sequenztypen (ST) mit den dort eingereichten Stimmen. Dies ist der

Ubersicht halber in der folgenden Tabelle dargestellt.

Tab. 25: Vergleich der ST der eigenen analysierten Isolate mit den bekannten Daten in PubMLST,
nach PubMLST, 2022.

Eigene Isolate ST Vergleich mit der Datenbank
PubMLST

Ein Gbereinstimmendes Isolat,
Isolation im Jahr 2017

PO25.A 3090 Herkunftsland: USA
Quelle: Blut
Ein Gbereinstimmendes Isolat;
Isolation im Jahr 2013
D009.A, D009.B 2505

Herkunftsland: Frankreich

Quelle: unbekannt

Ubereinstimmung mit ATCC

H032.A, HO032.B, H032.C, 1932 33988
HO034.A, H034.C Herkunftsland: USA
Quelle: Oltank
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Eigene Isolate

ST

Vergleich mit der Datenbank
PubMLST

HO034.B, HO43.D, HO43.E,
HO43.F

1129

Vier Ubereinstimmende
Isolate

Herkunftslander: Kanada und
unbekannt

Quellen: Keine Angaben

HO057.B, HO57.C, HO57.D,
HO57.E, P002.A, P002.B

244

106 Ubereinstimmende
Isolate

Herkunftslander:
GroRbritannien, Polen,
Australien, China, Russland,
Spanien, Frankreich,
Elfenbeinkiste, Stidafrika,
Brasilien, Nigeria und
unbekannt

Quellen: Speichel, Blut,
Elutionsmittel, Boden,
Harnwegsinfektionen,
Lungenflissigkeit,
Gewebeinfektionen sowie
keine Angabe

20-L-01597, HO57.F

2545

Zwei Ubereinstimmende
Isolate; Isolation im Jahr 2016

Herkunftsland: Spanien

Quelle: Wasser

S018.A, S018.B und S023.A bis
S023.K

17

89 Ubereinstimmende Isolate;
Isolation in den Jahren 1986
bis 2014

Herkunftslander:
GroRbritannien, Kanada,
Australien, Spanien,
Frankreich, Polen sowie
unbekannt;

Quellen: Blut,
Lungenflissigkeit,
Harnwegsinfektion, Speichel
sowie keine Angaben

Wie in der Tab. 25 zu sehen ist, gibt es fir jeden im Rahmen dieser Arbeit sequenzierten Stamm

mindestens eine Ubereinstimmung bereits bekannter Daten in der Datenbank PubMLST. Auffillig

ist, dass die dort angegebenen Herkunftslander und Quellen, aus denen die P. aeruginosa-Stamme

jeweils isoliert wurden (sofern bekannt), breit gefdchert sind. Eine eindeutige urspriingliche
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Herkunft der Isolate lasst sich nicht ableiten. Dazu sind die in der Datenbank eingepflegten
Informationen zu divers und stellenweise unvollstandig. Jedoch bestatigen die Funde einmal mehr,
dass ubiquitdare Vorkommen und die enorme Anpassungsfahigkeit der Pseudomonaden an ihre

Umwelt und die jeweiligen Bedingungen [Klockgether et Timmler, 2017].

Des Weiteren ist auffillig, dass die hier bestimmten Sequenztypen teilweise mit Stammen
Uibereinstimmen, die offenbar aus klinischen Bereichen isoliert wurden. Dies wird anhand der
angegebenen Quellen ,Blut” ,Lungenflissigkeit”, ,Harnwegsinfektionen”, ,Speichel” und
,Gewebeinfektionen” deutlich. Dass die eigenen Stdmme urspriinglich aus verschiedenen
handelstiblichen Lebensmitteln gewonnen wurden und zum Teil hohe minimale
Hemmkonzentrationen gegentliber drei verschiedenen Antibiotikagruppen aufweisen, zeigt die
starke Verbreitung von antibiotikaresistenten Bakterien in verschiedensten Bereichen, darunter
auch Lebensmittel. Dies betrifft insbesondere die im Rahmen dieser Arbeit isolierten Staimme
HO057.B, H057.C, HO57.D, HO57.E, PO02.A und P002.B, welche dem ST244 zugeordnet werden
konnten und zu Klonen mit hohem Risikopotenzial zdhlen [del Barrio-Tofifio et al., 2020]. Ebenfalls
bedenklich ist der Nachweis der ST17-Klone S018.A, S018.B und S023.A bis S023.K in zwei
aufgeschlagenen Sahneproben. Hierliber wird in der Literatur von einem nosokomialen Ausbruch
aufgrund eines ST17 Klons berichtet [Fernandez-Cuenca et al., 2020]. Und auch die Angaben in der
Datenbank PubMLST bezlglich der Quellen der dort eingepflegten Stamme (Blut,
Harnwegsinfektionen, Speichel, Lungenfllssigkeit) sprechen dafiir, dass es eine weite Verbreitung

dieses Klons auch im klinischen Bereich mit entsprechender Relevanz geben kdnnte.

6.4.5 Antiseptikaresistenzen

Des Weiteren war es im Rahmen dieser Arbeit von Interesse mit Hilfe des NGS Informationen zu
der Resistenz der Pseudomonaden (genauer: P. geruginosa) gegenliber antiseptischen Stoffen zu
bestimmen. In der Literatur wird immer wieder Gber die Unempfindlichkeit der Pseudomonaden
gegeniber Desinfektionsmitteln berichtet [Langsrud et al., 2003]. Dieser Resistenz liegt unter
anderem das Vorhandensein der gac-Gene zugrunde [Mc Carlie et al., 2020]. Diese Gene |6sen eine
Resistenz gegeniiber quartiren Ammoniumverbindungen, wie sie haufig in Desinfektions- und
Reinigungsmitteln enthalten sind, aus, was folglich zu einer Resistenz gegeniliber den verwendeten
Mitteln fihrt [Mahzounieh et al., 2014]. Ferner wird in der Literatur von einem Zusammenhang
zwischen den gac-Genen und dem Aullenmembranprotein OprR berichtet. So sollen P. aeruginosa-
Isolate, welche das Protein OprR aufweisen auch resistent gegenlber quartdren
Ammoniumverbindungen sein [Tabata et al., 2003]. Ein Nachweis von OprR bzw. den gac-Genen
mittels NGS gelang im Rahmen dieser Arbeit fir die getesteten Stamme jedoch nicht. Wenn die

gac-Gene, wie in mancher Literatur beschrieben, jedoch auf Plasmiden kodiert sind und der
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Nachweis vollstandiger Plasmide flr die hier sequenzierten Stamme nicht gelang, kann folglich
nicht mit Sicherheit ausgeschlossen werden, dass keine gqac-Gene vorhanden sind
[Jaglic et Cervinkova, 2012]. Ein weiterer Ansatz, der jedoch in der Literatur beziglich des
Vorhandenseins von Resistenzen gegeniber Desinfektions- und Reinigungsmittel beschrieben wird,
ist der Beitrag der Efflux-Systeme. So fiihrt das Gen armR zu einer Uberregulierung des Efflux-
Systems MexAB-OprM [Pseudomonas Genome DB, 2022]. Dies geschieht zunachst dadurch, dass
ArmR den Repressor des genannten Efflux-Systems MexR blockiert [Wilke et al., 2008]. Jegliche
Mutation in MexR fiihrt dann zu einer Uberexpression des Efflux-Systems MexAB-OprM, was
wiederum eine Resistenz gegeniiber diversen Desinfektionsmitteln bewirken bzw. verstarken kann
[Adewoye et al., 2002; Choudhury et al., 2016]. Das Gen armR konnte fir alle 33 sequenzierten
Stamme der Spezies P.aeruginosa nachgewiesen werden. Ebenso wurden das
Membranfusionsprotein MexA, die RND-Komponente MexB sowie das AuBenmembranprotein
OprM in den sequenzierten Isolaten detektiert. Es erfolgte jedoch kein Nachweis des Repressorgens
mexR. Dies liefert einen Hinweis auf die mogliche Resistenz gegeniliber Desinfektions- und

Reinigungsmitteln der getesteten Pseudomonaden.

Um genau zu priifen, in wie weit die sequenzierten Stamme auch resistent gegeniiber dem Einsatz
der entsprechenden Mittel sind, miissten weitere Tests durchgefiihrt werden. Hierzu zahlt die
entsprechende Anwendung diverser lebensmittelrelevanter Desinfektions- und Reinigungsmittel,
im besten Fall sogar die Mittel, welche auch in den jeweiligen Betrieben verwendet werden, aus
denen die untersuchten Lebensmittel stammen. Zudem kénnte der Einsatz der Polymerase-
Kettenreaktion (PCR) fiir einen expliziten Nachweis einzelner gac-Gene erfolgen. Da aber
Resistenzen bei den Bakterien der Gattung Pseudomonas insbesondere auch aufgrund der Fahigkeit
Biofilme zu bilden, entstehen bzw. verstarkt werden kdnnen, sollten im Zweifel mehrere Ansatze

geprift werden.

6.4.6 Zusammenhange zwischen den mex-Genen und dem Aullenmembran-

protein OprD

Mutationen in dem AuRenmembranprotein OprD fihren haufig zu einem Verlust dieses Proteins,
wodurch die Aufnahme von Carbapenemen eingeschrankt wird. Schlussendlich kommt es so zu
einer Resistenz gegenliber dieser Gruppe von Antibiotika [Kos et al., 2015]. Folglich kann OprD von
groBer Bedeutung fiir die Resistenz von P. geruginosa gegeniiber Carbapenemen sein. In der
Literatur wird haufig von einer Korrelation des OprD-Verlusts und einer Meropenemresistenz

berichtet [Bonomo et Szabo, 2006].
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Das Next Generation Sequencing sollte hier als geeignetes Werkzeug fir die Detektion moglicher
Zusammenhange zwischen den Mex-Efflux-Genen und dem AuRenmembranprotein OprD dienen.
Fir die sequenzierten 33 P. aeruginosa-lsolate konnte bei allen 33 Stdmmen das Gen mexX
nachgewiesen werden. Das Gen mexY sowie das AuBRenmembranprotein OprN wurden mit Hilfe der
Software ABRicate (Version 1.0.1) jedoch nur in 23 Isolaten nachgewiesen. Der einzige Unterschied
zwischen den 23 Stammen mit nachgewiesenem Gen mexY und den zehn Stammen ohne Nachweis

dieses Gens liegt darin, dass letztere mittels PacBio® sequenziert wurden (siehe Abschnitt 5.5.1).

Diese Angaben lassen jedoch zusammengefasst auf das Vorhandensein des Efflux-Systems MexXY-
OprN der entsprechenden Isolate schlieBen. Das genannte Efflux-System ist mit dem OprD
koreguliert und flihrt zu einer Resistenz gegeniiber Imipenem [Bonomo et Szabo, 2006]. Fiir die 23
P. aeruginosa-lsolate, welche mutmallich das Efflux-System MexXY-OprN aufweisen, liegen die
minimalen Hemmkonzentrationen fir Imipenem in einer groRen Spanne zwischen 8 und >256 mg/I.
Es erscheint daher moglich, dass dieses Efflux-System einen Anteil in der Resistenz gegeniiber
Imipenem hat. Zudem wurden laut der Auswertesoftware ABRicate (Version 1.0.1) die
AuBBenmembranproteine OprM, OprN und Opr) detektiert, was dafiirspricht, dass der Nachweis
dieser Proteine unter den gegebenen Bedingungen technisch moglich ist. Die Tatsache, dass OprD
nicht nachgewiesen wurde, tragt daher zu der Vermutung bei, dass es in den genannten Isolaten zu
einem Verlust von OprD gekommen ist, was zu einer Resistenz der Isolate gegeniiber Imipenem

beitragt.

6.4.7 Vorkommen von Plasmiden

Da Pseudomonaden sich auch durch das Vorkommen von Plasmiden auszeichnen, war es ebenfalls
Bestandteil dieser Arbeit ndhere Erkenntnisse zum Vorkommen dieser bzw. dem Vorhandensein
einzelner Resistenzgene auf den Plasmiden der entsprechenden Isolate zu gewinnen. In der
Literatur konnte bereits beobachtet werden, dass sich viele Resistenzgene der Pseudomonaden auf
den Plasmiden befinden [Jacoby, 1986]. Dies ist besonders vor dem Hintergrund der vereinfachten
Weitergabe von Resistenzgenen zwischen unterschiedlichen Pseudomonas-Stammen sowie
Bakterien anderer Gattungen als kritisch zu betrachten [Watanabe et al., 1991; Barlow, 2009]. Fir
die Suche nach Plasmiden wurden zum einen die Pipeline Bakcharak (Version 2.0) als auch die
Funktion des , ABRicate Plasmid Finders” (Version 1.0.1), welche in der Software MultiQC
(Version 1.9) integriert ist, genutzt [Ewels et al., 2016; BfR, 2021]. Diese Analysen ergaben, dass
mittels der angewandten Methode der DNA-Isolation zumindest Bruchstiicke von Plasmiden isoliert
und analysiert wurden. Jedoch waren die Sequenzen plasmidalen Ursprungs in ihrer Gesamtheit
nicht vollstandig genug, um das Vorhandensein eines oder mehrerer Plasmide final bestatigen zu

koénnen. Interessanterweise konnte jedoch fiir 23 der insgesamt 34 sequenzierten Stamme das Gen
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crpP, welches fir eine Resistenz gegenliber Ciprofloxacin verantwortlich ist, nachgewiesen werden
(Verweis auf Abschnitt 7.1, siehe auch Abschnitte 5.5.1 und 5.5.2). Das Gen crpP ist plasmidkodiert,
sodass zumindest fur die 23 P. aeruginosa-lsolate begriindet angenommen werden kann, dass
diese Plasmide in ihrem Genom enthalten (Verweis auf Abschnitt 7.1) [Chavez-Jacobo et al., 2018].
Ob die weiteren elf sequenzierten Pseudomonas-Isolate ebenfalls Plasmide aufweisen, kann nur
vermutet werden, erscheint jedoch als sehr wahrscheinlich, da das Vorkommen von Plasmiden in
Bakterien der Gattung Pseudomonas in der Literatur als ubiquitar beschrieben wird [Boronin, 1992].
Daher kann der exakte Einfluss moglicher Plasmide auf die Resistenz der untersuchten Stamme
gegentber diverser antimikrobiell wirksamer Stoffe, auf Grundlage der hier erhobenen Daten, nur

Bestandteil von Spekulationen sein.
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Vor dem Hintergrund, dass weltweit ca. 4,95 Millionen Todesfélle allein fir das Jahr 2019 auf
antibiotikaresistente Mikroorganismen zuriickgefiihrt werden und die Vorhersage fir die Zukunft
lautet, dass sich diese Zahl der Todesfalle bis zum Jahr 2050 auf 10 Millionen jahrlich erhéhen
kénnte, wird die Notwendigkeit deutlich, mehr Informationen Uber das Vorkommen bereits
resistenter Bakterien (auch in Lebensmitteln) zu gewinnen [Murray et al., 2022]. Das Vorkommen
von Pseudomonaden (bzw. insbesondere P. aeruginosa) wurde bereits in mehreren Studien als
kritisch beurteilt [Rossolini et al., 2014]. Auch das BfR sowie das Bundesministerium fir Gesundheit
im Rahmen der deutschen Antibiotika Resistenzstrategie (DART) betonen zunehmend die Gefahren,
die durch den Verzehr mit antibiotikaresistenten Bakterien kontaminierten Lebensmitteln

ausgehen [BfR, 2012; BfR, 2019a; DART, 2020].

Die vorliegende Arbeit konnte weitere Einblicke (ber das Vorkommen (multi-)resistenter
Pseudomonaden in handelslblichen Lebensmitteln gewinnen. Fir zukiinftige Forschungen kdnnte
das Verfahren fir andere Antibiotika(-gruppen) lbernommen werden. Mit Imipenem, Ciprofloxacin
und Netilmicin wurden zunachst Antibiotika gewahlt, die vielfach Anwendung in der Therapie
diverser Krankheitsbilder finden [Clissold et al.,, 1987; Campoli-Richards et al., 1989;
Thai et al., 2021]. Seit einiger Zeit steht insbesondere auch das Reserveantibiotikum Colistin im
Fokus verschiedener Untersuchungen zu Antibiotikaresistenzen [Lee et al., 2016]. In der hier
vorliegenden  Arbeit zeigten bereits zwei Pseudomonas-Stamme eine  minimale
Hemmkonzentration >512 mg/I fuir Colistin. Dies konnte sowohl fiir die im Rahmen dieser Arbeit als
auch bereits andere bestehende Pseudomonaden aus Lebensmitteln tGberprift werden, um einen

Uberblick tiber die Verbreitung colistinresistenter Pseudomonaden in Lebensmitteln zu gewinnen.

Zudem ist die Frage nach der Herkunft der Pseudomonaden in den einzelnen Lebensmitteln
aufgrund ihres ubiquitdren Vorkommens schwierig nachzuvollziehen. In Einzelfdllen, wie dem
Hamburger Eiscafé, in welchem P. aeruginosa in den aufgeschlagenen Sahneproben nachgewiesen
wurden, konnten auf Grundlage einer Betriebsbegehung begriindete Hypothesen lber die Herkunft
aufgestellt werden. Dies kann jedoch nicht auf die Gesamtheit aller Isolate angewendet werden.
Die Suche nach spezifischen Markergenen im Rahmen des Next Generation Sequencing fir
Pseudomonaden zeigte sich ohne Ergebnisse. Hier ist ebenfalls noch Forschungspotenzial zu sehen.
Auch gelang es im Rahmen dieser Arbeit nicht, ndhere Informationen zu Resistenzgenen auf
mobilen Elementen, wie Plasmiden, zu gewinnen. Mit Hilfe des Verfahrens zur Isolation der DNA
konnten mutmaRlich Bruchstiicke von Plasmiden isoliert werden. Dies wurde in der verwendeten
Software durch die Angabe ,plasmid contigs” deutlich. Das bedeutet, dass vereinzelt Sequenzen

plasmidalen Ursprungs durch die Auswertesoftware identifiziert wurden, diese aber in der
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Gesamtheit nicht vollstandig waren, um ein Plasmid final bestatigen zu konnen. Gestiitzt wurde
diese These dadurch, dass zusatzlich das plasmidkodierte Resistenzgen crpP in einigen Isolaten
nachgewiesen werden konnte (Verweis auf Abschnitt 7.1). Als zukinftigen Ansatz kénnte man
durch weitere Sequenzierungen versuchen die Contigs zu vervollstdndigen oder eine andere Art der
DNA-Isolation wahlen, um so eine gesicherte Aussage Uber das mutmaliliche Vorhandensein eines
Plasmids beschreiben zu koénnen. Auch sollten weitere plasmidkodierte Resistenzgene
unterschiedlicher Pseudomonas-Speziesgruppen (z.B. P. aeruginosa oder der P. fluorescens-
Gruppe) sequenziert werden, um weitere Informationen zu Ubertragungswegen von Resistenzen

Zu bestimmen.
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7.1 Anmerkung der Autorin

Nach Abschluss des Verfassens der hier vorliegenden schriftlichen Dissertation, hat sich ein neuer
Erkenntnisstand bezliglich der Funktionsweise des Gens crpP in Zusammenhang mit einer
Ciprofloxacinresistenz ergeben. So konnten u. a. Zubyk et Wright, 2021 nachweisen, dass CrpP nicht,
wie in dieser Dissertation geschrieben und aus der entsprechenden Literatur

[Chavez-Jacobo et al., 2018] zitiert, fiir eine Resistenz gegenliber Ciprofloxacin verantwortlich ist.

In der genannten Publikation konnte anhand des Beispielbakteriums E. coli und Anwendung
hochauflésender Massenspektrometrie sowie der Bestimmung minimaler Hemmkonzentrationen
mittels Etests gezeigt werden, dass es sich bei CrpP alleine nicht um eine Ciprofloxacinkinase
handelt und CrpP zudem nicht zu einer Resistenz gegeniiber Ciprofloxacin fihrt. Es konnte in keiner
der Versuche eine Steigerung der MHKs gegeniliber Fluorchinolonen (insbesondere Ciprofloxacin)
in Zusammenhang mit CrpP beobachtet werden. Die beiden Autoren konnen zwar nicht
ausschlieBen, dass CrpP in Kombination mit anderen Genprodukten zu einer geringen
Fluorchinolonresistenz flihren kénnte, konnten jedoch zusammengefasst zeigen, dass es nicht zu

einer klinisch relevanten Fluorchinolonresistenz kommt [Zubyk et Wright, 2021].
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9. Anhang

9. Anhang

9.1 Chemikalienliste inkl. GHS

Tab. 26 listet die im Rahmen dieser Arbeit verwendeten Antibiotika und Chemikalien auf.

Tab. 26: Liste der verwendeten Antibiotika und Chemikalien nach GESTIS Stoffdatenbank, 2022.

Chemikalie CAS- GHS-Piktogramme | H-Satze P-Satze Hersteller
Nummer und Signalworter
210; 240;
225; 319; 305+ 351+ Merck,
2-Propanol 67-63-0 C C , 336 338; Darmstadt
Gefahr 403+ 223
261; 280; i - i
Cefpodoxim | 80210-62-4 317; 334 Sug:na Abldnch,
Gefahr 342+ 311- amburg
Merck
iprofl i 721-33-1 - - - ’
Ciprofloxacin | 85 33 Darmstadt
210; 240;
305+ 351+ Merck
0 -17- ; '
Ethanol,70% | 64-17-5 O <:> | 225319 338; Darmstadt
Gefahr 403+ 223
‘ Roth,
Glyzerin 56-81-5 - - ) Karlsruhe
. Merck,
Imipenem 74431-23-5 - } ) Darmstadt
201; 280;
Netilmicin | 56391-56-1 360 D'\frirctk’dt
Gefahr - 308+ 313 armsta

Entsorgung:
Die Entsorgung der aufgefiihrten Chemikalien erfolgt in gesonderten Autoklavierbehaltern, da

diese mit pathogenen Mikroorganismen in Kontakt kommen.

9.2 Verwendete Gerate und Verbrauchsmaterialien

In Tab. 27 und Tab. 28 sind die verwendeten Gerate bzw. die flr die vorliegende Arbeit genutzten

Verbrauchsmaterialien aufgefiihrt.
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Tab. 27: Verwendete Gerite.

Geratebezeichnung

Modell, Spezifikation

Hersteller

Gravimetrischer Verdinner

Smart Dilutor W

IUL S.A., Barcelona, Spanien

Spektrophotometer

Magnetrihrer IKAMAG RET-GS IKA Labortechnik, Staufen
Microflex LT MALDI-TOF-MS Bruker Corporation
MALDI-TOF-MS Biotyper; Datenbankversion: MassachusStts USA,'
BDAL-10.0.0.0.-RUO ’ ’
pH-Meter Schott CG 812 SI Analytics, Mainz
GENESYS™ 10S UV-Vis- Thermo Fisher Scientific,
Photometer

Waltham, MA, USA

Pipette (10- 100 pl)

Sartorius Biohit Proline Plus
(Unrichtigkeit: 0,8-2 %,
Unprazision: 0,15- 1 %)

Sarstedt AG & CO,
NiUmbrecht

Pipette (100- 1000 pl)

Sartorius Biohit Proline Plus
(Unrichtigkeit: 0,6- 1 %,
Unprézision: 0,2- 0,4 %)

Sarstedt AG & CO,
Nimbrecht

Stomacher

Smasher™

AES Laboratore, Nirtingen

Vortex-Schiittler

Vortex-Schittler

VWR International GmbH,
Darmstadt

Waage (fein)

Sartorius 2004 MP,
Genauigkeit: 0,01 mg

Sartorius AG, Gottingen

Waage (grob)

Sartorius BD ED 62025,
Genauigkeit: 0,1 g

Sartorius AG, Gottingen

Zentrifuge

Heraeus Fresco 21 Centrifuge

Thermo Fisher Scientific,
Waltham, MA, USA

Tab. 28: Verwendete Verbrauchsmaterialien.

Verbrauchsmaterial

Hersteller

BagFilter®

Interscience, St. Nom la Breteche, Frankreich

Desinfektionsmittel

Desomed, Freiburg

Einmalkivetten

BRAND GmbH + CO KG, Wertheim

Einweghandschuhe

Paul Hartmann AG, Heidenheim

Impfnadel

Sarstedt AG & CO, Nimbrecht

Impfschlinge

Sarstedt AG & CO, Nimbrecht

Mikrotiterplatten

Thermo Fisher Scientific, Roskilde, Ddnemark

Petrischalen

Sarstedt AG & CO, Nimbrecht

Pipettenspitzen (10- 1000 pl)

Sarstedt AG & CO, Nimbrecht

Plattierungsspatel

Sarstedt AG & CO, Nimbrecht

Reaktionsgefal (1,5 ml)

Sarstedt AG & CO, Nimbrecht
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9.3 Verwendete Nahrmedien und Reagenzien

Die nachfolgende Tabelle stellt eine Zusammenfassung aller verwendeten Nahrmedien und

Reagenzien sowie ihrer Hersteller dar.

Tab. 29: Verwendete Ndhrmedien und Reagenzien.

Ndhrmedium/ Reagenz Hersteller
Bolton-Bouillon Oxoid, Wesel
CAMHB BD, Irland
Columbia-Blutagar Oxoid, Wesel
Gram Positive Lysis Solution Biozym, Hess. Oldendorf
HCCA-Matrix SunChrom, Friedrichsdorf
Maximale Wiederbelebungslosung Oxoid, Wesel
MPC Protein Precipitation Reagent Biozym, Hess. Oldendorf
Proteinase K Biozym, Hess. Oldendorf
Pseudomonas-Agarbasis Oxoid, Wesel
Pseudomonas-CFC-Agar-Supplement Oxoid, Wesel
Ready-Lyse-Lysozyme Biozym, Hess. Oldendorf
RNAse Biozym, Hess. Oldendorf
Sabouraud-Bouillon Eigene Herstellung
TE-Puffer Biozym, Hess. Oldendorf
TSA Oxoid, Wesel
TSB Oxoid, Wesel
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9.4 Zusammensetzung und Herstellung der Nahrmedien

Die jeweilige Zusammensetzung und Herstellung der im Rahmen dieser Arbeit verwendeten

Nahrmedien ist in Tab. 30 aufgefihrt.

Tab. 30: Zusammensetzung und Herstellung der verwendeten Nahrmedien.

Substanz Einwaage
Bolton-Bouillon

Pepton aus Fleisch 10,0 g
Lactalbuminhydrolysat 50¢g
Hefeextrakt 50¢g
Natriumchlorid 50¢g
a-Ketoglutarsaure 10¢g
Natriumpyruvat 05g
Natriummetabisulfit 0,5¢g
Natriumcarbonat 0,6g
Hamin 0,01g

pH=7,4 £ 0,2; 13,8 g Pulver in 500 ml demineralisiertes Wasser geben, mischen und
autoklavieren. AbschlieBend steril in Reagenzrohrchen fillen.

CAMHB
Saurehydrolysat von Casein 175¢
Rindfleischextrakt 30¢g
Starke 15¢g

pH=7,3 £0,2; 22 g Pulver in 1 | demineralisiertes Wasser geben, mischen und autoklavieren.
AbschlieRend steril in Flaschen fullen.

Pseudomonas-Agarbasis (fiir CFC-Agar)

Pepton aus Gelatine 16g
Agar 11g
Caseinhydrolysat 10g
Kaliumsulfat 10g
Magnesiumchlorid l4g

pH=7,1+0,2; 24,2 g Pulver und 5 ml Glyzerin in 500 ml demineralisiertes Wasser geben,
mischen, erhitzen bis sich alle Bestandteile geldst haben und autoklavieren. Nach dem
Abktihlen auf 50 °C erfolgt die Zugabe von:

Seite 157



9. Anhang

Substanz

Einwaage

Pseudomonas-CFC-Selektiv-Agarsupplement (fiir CFC-Agar)

Cetrimid 5,0 mg
Fucidin 5,0 mg
Cephalosporin 25,0 mg

Inhalt einer Flasche Agarsupplement zu 500 ml Pseudomonas-Agarbasis geben und gut
mischen. Abschlieend steril in Petrischalen fiillen.

Sabouraud-Bouillon

Fleisch- und Caseinpepton 10g

D-Glucose 20g

pH=5,6 £ 0,2; 30 g Pulver in 1 | demineralisiertes Wasser geben, mischen und autoklavieren.
AbschlieBend steril in Reagenzrohrchen fiillen.

TSA
Casein (enzymatisch verdaut) 15g
Agar 15g
Natriumchlorid 5g
Sojabohne (enzymatisch verdaut) 5g

pH=7,3 £0,2; 40 g Pulver in 1 L demineralisiertes Wasser geben, mischen, fiir 1 Minute kochen
und autoklavieren. AbschlieRend steril in Petrischalen fullen.

TSB
Casein (enzymatisch verdaut) 17 g
Natriumchlorid 5g
Sojabohne (enzymatisch verdaut) 3g
Dextrose 2,5¢g
Dikaliumhydrogenphosphat 2,58

pHO 7,3 £0,2; 30 g Pulver in 1 L demineralisiertes Wasser geben, mischen, fir 1 Minute kochen
und autoklavieren. AbschlieRend steril in Reagenzréhrchen fiillen.

9.5 Pseudomonadenstammsammlung

In der folgenden Tabelle ist die fiir diese Arbeit zur Verfligung gestellte Stammsammlung der
Pseudomonaden aufgefiihrt, fir welche die MHKs mitbestimmt wurden. Zudem wurden die
Stamme ATCC 27853, ATCC 13525 und LMG 2257 fiir die Validierung des eigenen kulturellen

Nachweis- und Zahlverfahrens verwendet.
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Tab. 31: Pseudomonadenstammsammlung.

Spezies Stammbezeichnung Interne Ifd. Nr. Herkunft
P. aeruginosa ATCC 27853 1 Blutkultur, ATCC
P. aeruginosa ATCC 15442 2 ATTC
P. aeruginosa NCTC 13437 3 NCTC
NCTC;
P. aeruginosa NCTC 13921 4 Auswurf stationrer
Patient
Katz; Institut fur
P. aeruginosa Stamm 4 5 Hygiene und Umwelt
Hamburg
Katz; Institut fur
P. aeruginosa Stamm 5 6 Hygiene und Umwelt
Hamburg
Katz; Institut fir
P. aeruginosa Stamm 6 7 Hygiene und Umwelt
Hamburg
Sahne aus
P. aeruginosa 17-L-01034-1-1 8 Automaten,
Verfolgsprobe
P V klei
P. geruginosa 18-L-08895-3-1 9 esto Verde (kleine
Kolonie)
P V
P. geruginosa 18-L-08895-3-1 10 esto Verde (grofie
Kolonie)
P. fluorescens 17-1-06238-1-1 11 Forelle, roh
P. fluorescens 17-1-06549-2-1 12 Seelachsfilet, roh
P. fluorescens 17-L-08128-3-1 13 Hahnchenpfanne, roh
P. fluorescens 17-L-08580-1-1 14 Sahne, geschlagen
P. fluorescens 17-1-08580-2-1 15 Schwarzwaldtorte
P. fluorescens 17-L-08582-1-1 16 Sahne, geschlagen
P. fluorescens 17-1-08880-2-1 17 Mettbrotchen
P. fluorescens 17-1-10564-1-1 18 Thiiringer Mett
Diplomarbeit,
P- fulva ) 19 Rudkowski 2015
P. putida NPO148 20 HPA
P. aeruginosa LMG 1242 21 Blutkultur, LMG
P. fluorescens LMG 1794 22 Blutkultur, LMG
P. putida LMG 2257 23 Blutkultur, LMG
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Spezies Stammbezeichnung Interne Ifd. Nr. Herkunft
. Diplomarbeit, Hasani
P. putida K14 24 2020
. . Diplomarbeit, Hasani
P. guariconensis K7b 25 2020
P. aeruginosa 20-L-01597 26 Aufgeschdaumte Milch

9.6 Liste der analysierten Lebensmittel

Tab. 32 beinhaltet alle 184 im Rahmen dieser Arbeit auf die Anwesenheit (multi-)resistenter
Pseudomonaden Uberpriifter Lebensmittel. Die Aufzahlung erfolgt geordnet nach den
Warengruppen Hackfleisch, Sahne, Lachs, weitere Fischproben, pflanzliche Lebensmittel und

diverse weitere Lebensmittel.

Tab. 32: Liste der analysierten Lebensmittel.

Interne Probennummer Produktbeschreibung Herkunftsbeschreibung

Warengruppe Hackfleisch

HOO01 Rinderhackfleisch Frischetheke, Famila
HO002 Hackfleisch, gemischt Frischetheke, Famila
HO03 Bratmett vom Schwein Frischetheke, Famila
HO04 Rinderhackfleisch, mager Frischetheke, Famila
HOO05 Tatar Frischetheke, Famila
HO06 Rinderhackfleisch Frischetheke, EDEKA
HOO07 Hackfleisch, gemischt Frischetheke, EDEKA
HO08 Rinderhackfleisch Frischetheke, EDEKA
HO09 Hackfleisch, gemischt Frischetheke, EDEKA

Institut flr Hygiene und
HO10 Mett Umwelt (Hamburg); Bezirk
Wandsbek; Planprobe

Institut fur Hygiene und
HO11 Hackfleisch, gemischt Umwelt (Hamburg); Bezirk
Wandsbek; Planprobe

Institut fir Hygiene und
HO12 Rinderhack Umwelt (Hamburg); Bezirk
Wandsbek; Planprobe
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Interne Probennummer

Produktbeschreibung

Herkunftsbeschreibung

HO13

Mett ohne Zwiebeln

Institut fir Hygiene und
Umwelt (Hamburg); Bezirk
Wandsbek; Planprobe

HO14

Hackfleisch, gemischt

Institut fir Hygiene und
Umwelt (Hamburg); Bezirk
Wandsbek; Planprobe

HO15

Rinderhackfleisch

Institut fur Hygiene und
Umwelt (Hamburg); Bezirk
Wandsbek; Planprobe

HO16

Rinderhackfleisch

Institut fir Hygiene und
Umwelt (Hamburg); Bezirk
Wandsbek; Planprobe

HO17

Rinderhackfleisch

Institut fur Hygiene und
Umwelt (Hamburg); Bezirk
Wandsbek; Planprobe

HO18

Tatar

Institut fir Hygiene und
Umwelt (Hamburg); Bezirk
Wandsbek; Planprobe

HO19

Hackfleisch, gemischt

Institut fur Hygiene und
Umwelt (Hamburg); Bezirk
Wandsbek; Planprobe

HO020

Tatar

Institut flir Hygiene und
Umwelt (Hamburg); Bezirk
Wandsbek; Planprobe

HO21

Beefsteakhackfleisch

Institut flir Hygiene und
Umwelt (Hamburg); Bezirk
Nord; Planprobe

HO22

Hackfleisch, gemischt

Institut fur Hygiene und
Umwelt (Hamburg); Bezirk
Nord; Planprobe

HO023

Thiiringer Mett

Institut flir Hygiene und
Umwelt (Hamburg); Bezirk
Nord; Planprobe

HO024

Hackfleisch, gemischt

Institut fur Hygiene und
Umwelt (Hamburg); Bezirk
Nord; Planprobe

HO25

Rinderhackfleisch

Institut flr Hygiene und
Umwelt (Hamburg); Bezirk
Nord; Planprobe

Seite 161




9. Anhang

Interne Probennummer

Produktbeschreibung

Herkunftsbeschreibung

HO026

Hackfleisch, gemischt

Institut fur Hygiene und
Umwelt (Hamburg); Bezirk
Wandsbek; Planprobe

HO027

Rinderhackfleisch

Institut fur Hygiene und
Umwelt (Hamburg); Bezirk
Mitte; Planprobe

HO28

Thiiringer Mett

Institut fir Hygiene und
Umwelt (Hamburg); Bezirk
Mitte; Planprobe

HO029

Rinderhackfleisch

Institut fur Hygiene und
Umwelt (Hamburg); Bezirk
Wandsbek; Planprobe

HO30

Tatar

Institut fir Hygiene und
Umwelt (Hamburg); Bezirk
Wandsbek; Planprobe

HO31

Schweinemett

Institut fur Hygiene und
Umwelt (Hamburg); Bezirk
Wandsbek; Planprobe

HO32

Rinderhackfleisch

Institut fir Hygiene und
Umwelt (Hamburg); Bezirk
Wandsbek; Planprobe

HO33

Beefhack

Institut fir Hygiene und
Umwelt (Hamburg); Bezirk
Wandsbek; Planprobe

HO34

Tatar

Institut fur Hygiene und
Umwelt (Hamburg); Bezirk
Wandsbek; Planprobe

HO35

Mett, gewdirzt

Institut flr Hygiene und
Umwelt (Hamburg); Bezirk
Nord; Planprobe

HO36

Hackfleisch, gemischt- Rind
und Lamm

Institut fur Hygiene und
Umwelt (Hamburg); Bezirk
Mitte; Planprobe

HO037

Schweinehackfleisch

Institut fir Hygiene und
Umwelt (Hamburg); Bezirk
Mitte; Planprobe

HO38

Rinderhackfleisch

Institut fur Hygiene und
Umwelt (Hamburg); Bezirk
Mitte; Planprobe
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Interne Probennummer

Produktbeschreibung

Herkunftsbeschreibung

HO39

Rinderhackfleisch

Institut fir Hygiene und
Umwelt (Hamburg); Bezirk
Nord; Planprobe

HO40

Rinderhackfleisch

Institut fir Hygiene und
Umwelt (Hamburg); Bezirk
Wandsbek; Planprobe

HO41

Hackfleisch, gemischt- Rind
und Lamm

Institut fur Hygiene und
Umwelt (Hamburg); Bezirk
Wandsbek; Planprobe

HO42

Hackfleisch, gemischt

Institut fir Hygiene und
Umwelt (Hamburg); Bezirk
Wandsbek; Planprobe

HO43

Rinderhackfleisch

Institut fur Hygiene und
Umwelt (Hamburg); Bezirk
Wandsbek; Planprobe

HO44

Mett

Institut fir Hygiene und
Umwelt (Hamburg); Bezirk
Wandsbek; Planprobe

HO45

Mett

Institut fur Hygiene und
Umwelt (Hamburg); Bezirk
Wandsbek; Planprobe

HO46

Mett

Institut flir Hygiene und
Umwelt (Hamburg); Bezirk
Wandsbek; Planprobe

HO47

Hackfleisch, gemischt

Institut flir Hygiene und
Umwelt (Hamburg); Bezirk
Wandsbek; Planprobe

HO048

Rinderhackfleisch

Institut fur Hygiene und
Umwelt (Hamburg); Bezirk
Wandsbek; Planprobe

HO49

Thiiringer Mett

Institut flir Hygiene und
Umwelt (Hamburg); Bezirk
Wandsbek; Planprobe

HO50

Rinderhackfleisch

Institut fur Hygiene und
Umwelt (Hamburg); Bezirk
Wandsbek; Planprobe

HO51

Thiiringer Mett ohne Zwiebel

Institut flr Hygiene und
Umwelt (Hamburg); Bezirk
Wandsbek; Planprobe
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Interne Probennummer

Produktbeschreibung

Herkunftsbeschreibung

HO052

Rinderhackfleisch

Institut fur Hygiene und
Umwelt (Hamburg); Bezirk
Wandsbek; Planprobe

HO53

Beefhack

Institut fur Hygiene und
Umwelt (Hamburg); Bezirk
Wandsbek; Planprobe

HO54

Rinderhackfleisch

Institut fir Hygiene und
Umwelt (Hamburg); Bezirk
Nord; Planprobe

HO55

Hackfleisch, gemischt

Institut fur Hygiene und
Umwelt (Hamburg); Bezirk
Nord; Planprobe

HO56

Tatar

Institut fr Hygiene und
Umwelt (Hamburg); Bezirk
Nord; Planprobe

HO57

Schweinehackfleisch

Institut fur Hygiene und
Umwelt (Hamburg); Bezirk
Mitte; Planprobe

HO58

Hackfleisch, gemischt, Rind
und Lamm

Institut fir Hygiene und
Umwelt (Hamburg); Bezirk
Mitte; Planprobe

HO59

Rinderhackfleisch

Institut fur Hygiene und
Umwelt (Hamburg); Bezirk
Mitte; Planprobe

HO60

Rinderhackfleisch

Institut fur Hygiene und
Umwelt (Hamburg); Bezirk
Mitte; Planprobe

HO61

Hackfleisch, gemischt- Rind
und Lamm

Institut flr Hygiene und
Umwelt (Hamburg); Bezirk
Mitte; Planprobe

HO062

Mett

Institut fur Hygiene und
Umwelt (Hamburg); Bezirk
Nord; Planprobe

HO63

Schweine-Schinkenmett

Institut fir Hygiene und
Umwelt (Hamburg); Bezirk
Nord; Planprobe

HO64

Rinderhackfleisch

Institut fur Hygiene und
Umwelt (Hamburg); Bezirk
Mitte; Planprobe
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Interne Probennummer

Produktbeschreibung

Herkunftsbeschreibung

Warengruppe Sahne

S001

Sahne, aufgeschlagen

Institut fur Hygiene und
Umwelt (Hamburg); Bezirk
Wandsbek; Planprobe

5002

Sahne, aufgeschlagen

Institut fur Hygiene und
Umwelt (Hamburg); Bezirk
Wandsbek; Planprobe

S003

Sahne, aufgeschlagen

Institut fir Hygiene und
Umwelt (Altona); Bezirk
Altona; Planprobe

5004

Sahne, aufgeschlagen

Institut fur Hygiene und
Umwelt (Hamburg); Bezirk
Wandsbek; Planprobe

S005

Sahne, aufgeschlagen

Institut fir Hygiene und
Umwelt (Hamburg); Bezirk
Wandsbek; Planprobe

S006

Sahne, aufgeschlagen

Institut fur Hygiene und
Umwelt (Hamburg); Bezirk
Wandsbek; Planprobe

S007

Sahne, aufgeschlagen

Institut fir Hygiene und
Umwelt (Hamburg); Bezirk
Wandsbek; Planprobe

S008

Sahne, aufgeschlagen

Institut fur Hygiene und
Umwelt (Altona); Bezirk
Altona; Planprobe

S009

Sahne, aufgeschlagen

Institut fur Hygiene und
Umwelt (Altona); Bezirk
Altona; Planprobe

S010

Sahne, aufgeschlagen

Institut flir Hygiene und
Umwelt (Hamburg); Bezirk
Wandsbek; Planprobe

S011

Sahne, aufgeschlagen

Institut fur Hygiene und
Umwelt (Hamburg); Bezirk
Wandsbek; Planprobe

S012

Sahne, aufgeschlagen

Institut flr Hygiene und
Umwelt (Hamburg); Bezirk
Wandsbek; Planprobe
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Interne Probennummer

Produktbeschreibung

Herkunftsbeschreibung

S013

Sahne, aufgeschlagen

Institut fur Hygiene und
Umwelt (Hamburg); Bezirk
Wandsbek; Planprobe

S014

Sahne, Ausgangsprodukt

Institut fur Hygiene und
Umwelt (Hamburg); Bezirk
Wandsbek; Planprobe

S014

Sahne, aufgeschlagen

Institut fir Hygiene und
Umwelt (Hamburg); Bezirk
Wandsbek; Planprobe

S015

Sahne, aufgeschlagen

Institut fur Hygiene und
Umwelt (Hamburg); Bezirk
Wandsbek; Planprobe

S016

Sahne, aufgeschlagen

Institut fr Hygiene und
Umwelt (Hamburg); Bezirk
Wandsbek; Planprobe

S017

Sahne, aufgeschlagen

Institut fur Hygiene und
Umwelt (Hamburg); Bezirk
Wandsbek; Planprobe

S018

Sahne, aufgeschlagen

Institut fir Hygiene und
Umwelt (Hamburg); Bezirk
Wandsbek; Planprobe

S019

Sahne, aufgeschlagen

Institut fur Hygiene und
Umwelt (Hamburg); Bezirk
Wandsbek; Planprobe

S020

Sahne, aufgeschlagen

Institut fur Hygiene und
Umwelt (Hamburg); Bezirk
Wandsbek; Planprobe

S021

Sahne, aufgeschlagen

Institut flr Hygiene und
Umwelt (Hamburg); Bezirk
Wandsbek; Planprobe

5022

Sahne, aufgeschlagen

Institut fur Hygiene und
Umwelt (Hamburg); Bezirk
Wandsbek; Planprobe

5023

Sahne, aufgeschlagen

Institut fir Hygiene und
Umwelt (Hamburg); Bezirk
Wandsbek; Verfolgsprobe

Warengruppe Lachs

LOO1

Raucherlachs, Aquakultur
Norwegen

Abgepackte Waren, EDEKA
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Interne Probennummer

Produktbeschreibung

Herkunftsbeschreibung

L002 Lachs, Aquakultur Norwegen Abgepackte Ware, EDEKA
L003 Stremellachs, Aquakultur Abgepackte Ware, EDEKA
Norwegen
L0044 Lachs, lose Ware Frischetheke, EDEKA
LO05 Rauchlachs, Aquakultur Frischetheke, real
Norwegen
LOO6 Wildlachs, kaltgerdauchert Abgepackte Ware, Penny
LO07 Lachs, Aquakultur Norwegen Abgepackte Ware, Penny
LO08 Wildlachs, kaltgerduchert Abgepackte Ware, Netto
LO09 Lachs, gesalzen Frischetheke, Famila
LO10 Rducherlachs, Aquakultur Abgepackte Ware, Famila
Norwegen
LO11 Graved Lachs, Aquakultur Abgepackte Ware, Famila
Norwegen
L012 Wildlachs, Aquakultur Abgepackte Ware, Famila
Norwegen
L013 Raucherlachs, Aquakultur Abgepackte Ware, EDEKA
Norwegen
Institut flir Hygiene und
L014 Lachs Umwelt (Hamburg); Bezirk
Eimsbuttel; Planprobe
Institut fur Hygiene und
LO15 Lachs Umwelt (Hamburg); Bezirk
Wandsbek; Planprobe
Institut fur Hygiene und
LO16 Lachs Umwelt (Hamburg); Bezirk
Wandsbek; Planprobe
Institut flir Hygiene und
LO17 Lachs Umwelt (Hamburg); Bezirk
Eimsbittel; Planprobe
Institut fur Hygiene und
LO18 Lachs Umwelt (Hamburg); Bezirk
Eimsbuttel; Planprobe
Institut flr Hygiene und
LO19 R&ucherlachs Umwelt (Hamburg); Bezirk

Wandsbek; Planprobe
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Interne Probennummer

Produktbeschreibung

Herkunftsbeschreibung

Warengruppe weitere Fischproben

FOO1

Forellen Filets, Aquakultur

Abgepackte Ware, Penny

Tirkei
Forellen-Filets, Aquakultur
F002 Tirkei Abgepackte Ware, Penny
Garnelen, gekocht,
FO03 Aquakultur Indonesien Abgepackte Ware, Netto
FO04 Eismeer Garnelen Abgepackte Ware, Netto
FO05 ForeIIen-Fllﬁts, Aquakultur Abgepackte Ware, Netto
Tirkei
Lachsforelle, Aquakul
FOO6 achstforelle, Aquakuftur Abgepackte Ware, Netto
Polen
FOO07 Sprotten Abgepackte Ware, Netto
Institut fur Hygiene und
FOO8 Seelachsfilet Umwelt; Serviceprobe;
Planprobe
Institut fur Hygiene und
FO09 Thunfisch Umwelt (Hamburg); Bezirk
Nord; Planprobe
Institut flr Hygiene und
FO10 Thunfisch Umwelt (Hamburg); Bezirk
Eimsbdittel; Planprobe
Institut fur Hygiene und
FO11 Thunfisch Umwelt (Hamburg); Bezirk
Eimsbdttel; Planprobe
Warengruppe pflanzliche Lebensmittel
Mini Tomaten, Ursprung
P0OO1 Niederlande Abgepackte Ware, real
P002 R|spentomate.n, Ursprung Abgepackte Ware, EDEKA
Spanien
Mini Romanotomaten,
P0O03 Ursprung Marokko Abgepackte Ware, real
P004 Dill, Ursprung Italien Abgepackte Ware, real
P0OO5 Schnittlauch, Ursprung Abgepackte Ware, real

Marokko
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Interne Probennummer

Produktbeschreibung

Herkunftsbeschreibung

P0O06 Feldsalat, Ursprung Italien Abgepackte Ware, real
Sweet Pearl Tomaten,
P0O07 Ursprung Niederlande Abgepackte Ware, real
P0O08 Strauchtomatgn, Ursprung Abgepackte Ware, real
Spanien
Koriander, Ursprung Lose Ware, turkischer
P0O09
unbekannt Supermarkt
P0O10 Petersilie, Ursprung ltalien Abgepackte Ware, real
PO11 Rosmarin, Ursprung Marokko Abgepackte Ware, real
Thymian, Ursprung
P0O12 Deutschland Abgepackte Ware, real
PO13 Cherry Roma TorTTaten, Abgepackte Ware, REWE
Ursprung Spanien
PO14 Blattsalat Mix, Ursprung Abgepackte Ware, REWE
Italien
Schnittlauch, Ursprung
P0O15 Deutschland Abgepackte Ware, REWE
PO16 Petersilie, glatt, Ursprung Abgepackte Ware, REWE
Italien
POL7 Petersilie, kra.us, Ursprung Abgepackte Ware, REWE
Italien
P018 Rucola, Ursprung ltalien Abgepackte Ware, Famila
Mini Roma Rispentomaten, .
P0O19 Ursprung Niederlande Abgepackte Ware, Famila
P020 Cherrytqmaten, Ursprung Abgepackte Ware, Famila
Niederlande
P021 Cherrytomatgn, Ursprung Abgepackte Ware, Famila
Belgien
P022 Majoran, Ursprung Israel Abgepackte Ware, Famila
Schnittlauch im Topf, .
2 L
P023 Ursprung Deutschland ose Ware, Famila
024 Petersilie im Topf, Ursprung Lose Ware, Famila
Deutschland
P025 Salatmix, Ursprung Italien Abgepackte Ware, Famila
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Interne Probennummer

Produktbeschreibung

Herkunftsbeschreibung

P026 Oregano, Ursprung Israel Abgepackte Ware, Famila
P027 Salatmischung, Ursprung Abgepackte Waren, Famila
unbekannt
P028 Wildkrautermischung, Abgepackte Ware, Famila
Ursprung unbekannt
P029 Mini Romanotomaten, Abgepackte Ware, EDEKA
Ursprung Spanien
P030 Gartenkresse, Ursprung Lose Ware, EDEKA
Deutschland
PO31 Koriander, Ursprung: Lose Ware, EDEKA
Deutschland
Rosmarin, Ursprung:
P032 Lose Ware, EDEKA
Deutschland
P033 Minze, Ursprung: Lose Ware, EDEKA
Deutschland
Feldsalat; Ursprung:
P034 Deutschland Abgepackte Ware, EDEKA
Feldsalat; Ursprung:
P0O35 Deutschland Abgepackte Ware, EDEKA
Babyspinat; Ursprung:
P036 Deutschland Abgepackte Ware, EDEKA
P037 Rucola, Ursprung: Abgepackte Ware, EDEKA
Deutschland gep !
P038 Rispentomaten: Deutschland Lose Ware, ALDI
Blattsalat Mix; Ursprung:
P039 Unbekannt Abgepackte Ware, ALDI
Blattsalat Mischung;
P040 Ursprung: Unbekannt Abgepackte Ware, ALDI
Schnittlauch im Topf;
P0O41 L W ALDI
0 Ursprung: Deutschland ose Ware,
PO42 Basilikum im Topf; Ursprung: Lose Ware, ALDI
Deutschland
P043 Petersilie im Topf; Ursprung: Lose Ware, ALDI

Deutschland
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Interne Probennummer

Produktbeschreibung

Herkunftsbeschreibung

Pfllicksalat-Mix, Ursprung:

P044 Italien Abgepackte Ware, Penny
Blattsalat-Mix; Ursprung:
P045 Unbekannt Abgepackte Ware, Penny
Blattsalat-Mix; Ursprung:
P0O46 Unbekannt Abgepackte Ware, Penny
Feldsalat-Mix; Ursprung:
P047 Unbekannt Abgepackte Ware, Penny
Rohkostsalat-Mix; Ursprung:
P048 Unbekannt Abgepackte Ware, Penny
Feldsalat; Ursprung:
P049 Deutschland Abgepackte Ware, Penny
P0O50 Rucola; Ursprung: Abgepackte Ware, Penn
Deutschland gep ’ ¥
Rispentomaten; Ursprung:
PO51 Deutschland Abgepackte Ware, Penny
Warengruppe diverse weitere Lebensmittel
Institut fir Hygiene und
D001 Putengulasch, roh Umwelt (Hamburg); Bezirk
Mitte; Planprobe
Institut fur Hygiene und
D002 Brie de Nagis (Rohmilchkase) Umwelt (Hamburg); Bezirk
Wandsbek; Planprobe
Institut flir Hygiene und
D003 Reblochon (Rohmilchkése) Umwelt (Hamburg); Bezirk
Wandsbek; Planprobe
Institut fur Hygiene und
D004 Nussschnitte Umwelt (Hamburg); Bezirk
Mitte; Planprobe
Institut flir Hygiene und
D005 Tiramisu Umwelt (Hamburg); Bezirk
Wandsbek; Planprobe
Marinierte Hihnchenkeule Institut fur Hygiene unt;l
D006 Umwelt (Hamburg); Bezirk
ohne Knochen, roh .
Mitte; Planprobe
. i Institut fir Hygiene und
D007 Franzosischer Weichkase Umwelt (Hamburg); Bezirk

(Rohmilchkase)

Bergedorf; Planprobe
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Interne Probennummer

Produktbeschreibung

Herkunftsbeschreibung

D008

Putengulasch, roh

Institut fur Hygiene und
Umwelt (Hamburg); Bezirk
Mitte; Verdachtsprobe

D009

Putenfleisch mit Gewiirz

Institut fur Hygiene und
Umwelt (Hamburg); Bezirk
Mitte; Planprobe

D010

Lammfleisch, roh

Institut fir Hygiene und
Umwelt (Hamburg); Bezirk
Nord; Verdachtsprobe

D011

Puten-Schaschlik, mariniert

Institut fur Hygiene und
Umwelt (Hamburg); Bezirk
Wandsbek; Verdachtsprobe

D012

Rindergulasch

Institut fr Hygiene und
Umwelt (Hamburg); Bezirk
Mitte; Verdachtsprobe

D013

Hahnchenleber

Institut fur Hygiene und
Umwelt (Hamburg); Bezirk
Mitte; Verdachtsprobe

D014

Hahnchenbrust, mariniert

Institut fir Hygiene und
Umwelt (Hamburg); Bezirk
Wandsbek; Planprobe

D015

CocktailsoRRe

Institut fur Hygiene und
Umwelt (Hamburg); Bezirk
Altona; Verfolgsprobe

D016

Rindfleisch, gekocht

Institut fur Hygiene und
Umwelt (Hamburg); Bezirk
Nord; Verdachtsprobe

9.7 Pseudomonas-Lebensmittelisolate

Tab. 33 fasst die Lebensmittelisolate der

Lebensmittelnummer, der Isolatbezeichnung und der mittels MALDI-TOF-MS bestimmten Spezies

Gattung Pseudomonas inkl. ihrer internen

auf. Zusatzlich ist fir jedes Isolat das Nahrmedium, von welchem es isoliert wurde, aufgefiihrt.
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Tab. 33: Aus den Lebensmitteln isolierte Staimme, deren Herkunft, Quantifizierung sowie

Identifizierung.

I Dem CFC-Agar
Quantitative A
Interne Bestimmun zugesetztes Identifizierung des
Lebensmittel- (KbE/ g Isolatbezeichnung Antibiotikum Isolates mittels
nummer 8 von dem das MALDI-TOF-MS
Probe)
Isolat stammt
Warengruppe Hackfleisch
HOO01 160 HOO1.A Netilmicin P. fragi
HO002 320 HO002.A Netilmicin P. fragi
570 H006.A Imipenem P. fragi
HO06
800 H006.B Netilmicin P. fragi
HOO08.A Imipenem P. koreensis
HO08 1030
H008.B Imipenem P. libanensis
HO009 480 HO009.A Netilmicin P. fragi
HO10 220 HO010.A Netilmicin P. fragi
HO14 700 HO14.A Imipenem P. fulva
HO15 290 HO15.A Imipenem P. fulva
HO16 655 HO16.A Netilmicin P. fragi
HO19 940 HO19.A Imipenem P. fragi
HO024 10 HO024.A Netilmicin P. spp.
H027.A Ciprofloxacin P. fulva
150
H027.B Ciprofloxacin P. fulva
HO27
H027.C Netilmicin P. putida
3560
H027.D Netilmicin P. fulva
H029.A Imipenem P. fulva
4500
H029.B Imipenem P. fulva
H029
80 H029.C Ciprofloxacin P. fulva
1300 H029.D Netilmicin P. fulva
H030 800 H030.A Imipenem P. fragi
HO31 6500 HO31.A Imipenem P. fulva
3000 HO32.A Imipenem P. aeruginosa
HO032 65 HO032.B Ciprofloxacin P. aeruginosa
800 H032.C Netilmicin P. aeruginosa
HO033.A Imipenem P. fulva
4020
HO033 H033.B Imipenem P. fulva
255 H033.D Ciprofloxacin P. fulva
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Quantitative

Dem CFC-Agar

Interne Bestimmun zugesetztes Identifizierung des
Lebensmittel- (KbE/ & Isolatbezeichnung Antibiotikum Isolates mittels
nummer g von dem das MALDI-TOF-MS
Probe)
Isolat stammt
HO33.E Ciprofloxacin P. fulva
3020 HO33.F Netilmicin P. fulva
45 HO34.A Ciprofloxacin P. aeruginosa
HO34 HO034.B Netilmicin P. aeruginosa
2000
H034.C Netilmicin P. aeruginosa
HO038 80 HO038.A Netilmicin P. plecoglossicida
HO040 1000 HO40.A Imipenem P. fragi
HO41.A Imipenem P. fluorescens
HO41 8100
H041.B Imipenem P. gessardii
H043.B Imipenem P. fulva
3000
H043.C Imipenem P. fulva
HO43 HO043.D Netilmicin P. aeruginosa
2050 HO43.E Netilmicin P. aeruginosa
HO43.F Netilmicin P. aeruginosa
HO46.A Imipenem P. gessardii
4500
HO46 H046.B Imipenem P. gessardii
700 H046.C Netilmicin P. putida
HO47.A Imipenem P. rhodesiae
6050 H047.B Imipenem P. libanensis
H047.C Imipenem P. fragi
HO47
HO047.D Ciprofloxacin P. fulva
595
HO47.E Ciprofloxacin P. fulva
650 HO47.F Netilmicin P. fragi
HO49.A Imipenem P. fulva
1300
H049.B Imipenem P. fulva
H049
50 H049.C Ciprofloxacin P. fulva
800 H049.D Netilmicin P. fulva
HO51.A Imipenem P. fulva
H051.B Imipenem P. fulva
HO51 6700
HO051.C Imipenem P. fulva
HO51.D Imipenem P. monteilii
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Quantitative

Dem CFC-Agar

Interne Bestimmun zugesetztes Identifizierung des
Lebensmittel- (KbE/ g Isolatbezeichnung Antibiotikum Isolates mittels
nummer Probe% von dem das MALDI-TOF-MS
Isolat stammt
HO51.E Imipenem P. monteilii
HO51.F Ciprofloxacin P. fulva
150
HO51.G Ciprofloxacin P. fulva
HO51.H Netilmicin P. fulva
850 HO51.1 Netilmicin P. fulva
HO051.) Netilmicin P. fulva
HO052 450 HO052.A Imipenem P. fragi
HO53.A Imipenem P. fragi
HO53 1050
HO053.B Imipenem P. fragi
HO55 500 HO55.A Netilmicin P. fulva
HO056.A Imipenem P. fulva
H056.B Imipenem P. fulva
3550 H056.C Imipenem P. fulva
HO56 H056.D Imipenem P. fulva
HO056.E Imipenem P. fulva
45 HO56.F Ciprofloxacin P. fulva
800 H056.G Netilmicin P. fulva
HO57.A Imipenem P. putida
4805 HO57.B* Imipenem P. aeruginosa
HO57.C* Imipenem P. aeruginosa
HO57
HO57.D* Netilmicin P. aeruginosa
5000 HO57.E* Netilmicin P. aeruginosa
HO57.F* Netilmicin P. aeruginosa
HO60 450 HO060.A Imipenem P. fragi
680 HO61.A Imipenem P. putida
H061.B Ciprofloxacin P. fulva
400
H061.C Ciprofloxacin P. fulva
HO61
H061.D Netilmicin P. putida
1300 HO61.E Netilmicin P. putida
HO61.F Netilmicin P. putida
H062 3800 H062.A Imipenem P. lundensis
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S Dem CFC-Agar
Quantitative -
Interne Bestimmun zugesetztes Identifizierung des
Lebensmittel- (KbE/ & Isolatbezeichnung Antibiotikum Isolates mittels
nummer g von dem das MALDI-TOF-MS
Probe)
Isolat stammt
H062.B Imipenem P. lundensis
H062.C Imipenem P. lundensis
H062.D Imipenem P. lundensis
HO64.A Imipenem P. putida
6300
HO64 HO064.B Imipenem P. putida
550 H064.C Netilmicin P. putida
Warengruppe Sahne
S002.A Imipenem P. rhodesiae
S002 180
S002.B Imipenem P. rhodesiae
50 S004.A Imipenem P. frederiksbergensis
S004
48 S004.B Netilmicin P. rhodesiae
S005 30 S005.A Netilmicin P. monteilii
S007 160 S007.A Imipenem P. fulva
S009.A Ciprofloxacin P. fulva
70
S009.B Ciprofloxacin P. fulva
S009
S009.C Netilmicin P. putida
40
S009.D Netilmicin P. fulva
S012.A Netilmicin P. fulva
S012 200
S012.B Netilmicin P. fulva
SO018.A Netilmicin P. aeruginosa
S018 560
S018.B Netilmicin P. aeruginosa
S021 30 S021.A Ciprofloxacin P. fulva
147 S022.A Imipenem P. lundensis
S022 S022.B Netilmicin P. lundensis
80
S022.C Netilmicin P. lundensis
S023.A Imipenem P. aeruginosa
S023.B Imipenem P. aeruginosa
560 S023.C Imipenem P. aeruginosa
S023
S023.D Imipenem P. aeruginosa
S023.E Imipenem P. aeruginosa
45 S023.F Ciprofloxacin P. aeruginosa
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Quantitative

Dem CFC-Agar

Interne Bestimmun zugesetztes Identifizierung des
Lebensmittel- (KbE/ g Isolatbezeichnung Antibiotikum Isolates mittels
nummer 8 von dem das MALDI-TOF-MS
Probe)
Isolat stammt
S023.G Ciprofloxacin P. aeruginosa
S023.H Netilmicin P. aeruginosa
S023.1 Netilmicin P. aeruginosa
350
S023.J Netilmicin P. aeruginosa
S023.K Netilmicin P. aeruginosa
Warengruppe Lachs
65 LO14.A Imipenem P. koreensis
LO14 49 L014.B Ciprofloxacin P. fulva
60 L014.C Netilmicin P. fragi
LO15.A Imipenem P. fulva
349
L015.B Imipenem P. fulva
LO15 35 L015.C Ciprofloxacin P. fulva
LO15.D Netilmicin P. putida
400
LO15.E Netilmicin P. fulva
LO17.A Imipenem P. fulva
255
L017.B Imipenem P. fulva
L017
L017.C Netilmicin P. fulva
250
LO17.D Netilmicin P. fulva
30 LO18.A Imipenem P. monteilii
140 L018.B Ciprofloxacin P. putida
L018 L018.C Netilmicin P. monteilii
600 L018.D Netilmicin P. putida
LO18.E Netilmicin P. putida
Warengruppe weitere Fischarten
FO09.A Imipenem P. putida
130 F009.B Imipenem P. putida
F009.C Imipenem P. putida
FO09 F009.D Ciprofloxacin P. putida
FO09.E Ciprofloxacin P. fulva
460
FO09.F Ciprofloxacin P. putida
F009.G Ciprofloxacin P. fulva
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Quantitative

Dem CFC-Agar

Interne Bestimmun zugesetztes Identifizierung des
Lebensmittel- (KbE/ & Isolatbezeichnung Antibiotikum Isolates mittels
nummer g von dem das MALDI-TOF-MS
Probe)
Isolat stammt
FO09.H Netilmicin P. fulva
140
F009.1 Netilmicin P. fulva
210 FO010.A Imipenem P. putida
FO10
80 F010.B Netilmicin P. monteilii
FO11 25 FO11.A Netilmicin P. fulva
Warengruppe pflanzliche Lebensmittel
128 PO02.A Imipenem P. aeruginosa
P002
170 P002.B Ciprofloxacin P. aeruginosa
P004 25 PO04.A Imipenem P. oleovorans
200 P0O09.A Imipenem P. fulva
180 P009.B Ciprofloxacin P. fulva
P0O09
P009.C Netilmicin P. fulva
347
P009.D Netilmicin P. chlororaphis
440 PO11.A Imipenem P. spp
PO11
360 P011.B Ciprofloxacin P. spp
PO12.A Imipenem P. corrugata
350
P012.B Imipenem P. flavescens
P012
120 P012.C Ciprofloxacin P. flavescens
75 P012.D Netilmicin P. chlororaphis
P022 60 P022.A Imipenem P. fluorescens
P024.A Imipenem P. koreensis
680
P024.B Imipenem Pseudomonas
P024
510 P024.C Ciprofloxacin P. fulva
100 P024.D Netilmicin P. corrugata
P025 135 P025.A Ciprofloxacin P. aeruginosa
260 P026.A Imipenem P. flavescens
P026 100 P026.B Ciprofloxacin P. koreensis
235 P026.C Netilmicin P. koreensis
500 P028.A Imipenem P. koreensis
P028
120 P028.B Ciprofloxacin P. synxantha
P029 80 P029.A Imipenem P. fluorescens
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I Dem CFC-Agar
Quantitative A
Interne Bestimmun zugesetztes Identifizierung des
Lebensmittel- (KbE/ g Isolatbezeichnung Antibiotikum Isolates mittels
nummer 8 von dem das MALDI-TOF-MS
Probe)
Isolat stammt
140 P029.C Netilmicin P. corrugata
P030 25 P030.A Imipenem P. brassicacearum
P0O31 105 PO31.A Imipenem P. koreensis
P032 225 P032.A Ciprofloxacin P. putida
360 PO33.A Imipenem P. corrugata
P0O33
50 P033.B Netilmicin P. flavescens
P0O35 48 PO35.A Imipenem P. koreensis
PO37.A Imipenem P. koreensis
P0O37 891
P037.B Imipenem P. koreensis
PO41 70 PO41.A Imipenem P. koreensis
P043 120 P043.A Netilmicin P. koreensis
P044 470 P044.A Imipenem P. putida
P045 75 P045.A Imipenem P. gessardii
P047 150 P047.A Imipenem P. corrugata
P049 205 P049.A Imipenem P. corrugata
P0O50 730 PO50.A Imipenem P. koreensis
Warengruppe diverse weitere Lebensmittel
D001 60 D0O01.A Imipenem P. fragi
20 D004.A Imipenem P. koreensis
D004
50 D004.B Netilmicin P. rhodesiae
45 D005.A Imipenem P. chlororaphis
D005
25 D005.B Netilmicin P. koreensis
20 D006.A Imipenem P. fulva
D006.B Ciprofloxacin P. fulva
D006 110
D006.C Ciprofloxacin P. guariconensis
60 D006.D Netilmicin P. guariconensis
50 D00S.A Imipenem P. aeruginosa
D009
20 D009.B Netilmicin P. aeruginosa
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S Dem CFC-Agar
Quantitative g
Interne Bestimmun zugesetztes Identifizierung des
Lebensmittel- (KbE/ & Isolatbezeichnung Antibiotikum Isolates mittels
nummer & von dem das MALDI-TOF-MS
Probe)
Isolat stammt
D0O14.A Imipenem P. putida
150 D014.B Imipenem P. putida
D014
D014.C Imipenem P. monteilii
85 D014.D Netilmicin P. putida

9.8 Ergebnisse der MHK-Bestimmungen

In Tab. 34 sind die Ergebnisse der MHK-Bestimmungen aufgefiihrt. Diese umfasst sowohl die
Ergebnisse der zur Verfligung gestellten Stammsammlung als auch alle Pseudomonaden-Isolate aus
den untersuchten Lebensmitteln. Die Stdmme der Spezies P. aeruginosa bzw. P. putida, welche

sequenziert wurden, sind mit einem ,*“ gekennzeichnet.

Tab. 34: Ergebnisse der MHK-Bestimmungen der Pseudomonaden-Isolate sortiert nach Spezies.

Isolat MHK Imipenem MHK Ciprofloxacin MHK Netilmicin
[me/1] [me/I] [me/1]
P. aeruginosa

ATCC 27853 8 0,5 8
ATCC 15442 8 0,5 4

NCTC 13437 >256 128 >256

NCTC 13921 >256 128 >256
Stamm 4 >256 0,25 2
Stamm 5 128 2 8
Stamm 6 8 0,5 8
17-L-01034-1-1 16 1 32
18-L-08895-3-1 16 0,5 16
18-L-08895-3-1 8 2 16
LMG1242 8 0,5 16
20-L-01597-1-1* 8 0,5 4
P002.A* >256 0,5 8
P002.B* >256 2 16
P025.A* 128 0,5 32
S018.A* 32 0,5 32
S018.B* 32 0,5 32
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Isolat MHK Imipenem MHK Ciprofloxacin MHK Netilmicin
[mg/1] [me/1] [mg/1]
H032.A* 16 1 64
H032.B* 16 1 64
H032.C* 16 1 64
HO034.A* 32 1 64
H034.B* 8 0,5 16
HO34.C* 8 0,5 16
H043.D* 64 0,5 64
HO43.E* 16 0,5 64
HO43.F* 16 0,5 64
H057.B* 8 0,5 8
HO57.C* 8 0,5 8
HO57.D* 8 1 8
HO57.E* 8 0,5 8
HO57.F* 8 0,5 32
D009.A* 62 0,5 32
D009.B* 16 0,5 32
S023.A* 8 0,5 4
S023.B* 8 0,5 4
S023.c* 8 0,5 4
S023.D* 8 0,5 4
S023.E* 8 0,2 4
S023.F* 8 0,5 8
S023.G* 8 0,5 4
S023.H* 8 0,5 8
S023.1* 8 0,5 8
S023.J* 8 0,5 16
S023.K* 8 0,5 16
P. fulva

fulva 2 1 2
PO09.A 1 0,25 1
P009.B 1 1 0,5
P009.C 1 1 1
P024.C 32 0,5 1
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Isolat MHK Imipenem MHK Ciprofloxacin MHK Netilmicin
[mg/1] [me/1] [mg/1]
S007.A 4 1 4
S009.A 4 0,5 2
S009.B 4 0,5 2
S009.D 8 0,25 2
S012.A 4 0,25 1
S012.B 2 0,25 1
S021.A 4 0,25 2
LO014.B 32 0,5 4
LO15.A 32 0,5 4
LO15.B 16 0,25 4
L015.C 32 0,5 4
LO15.E 16 0,5 2
D006.A 16 0,5 1
D006.B 16 1 1
LO17.A 8 0,5 4
L017.B 8 0,5 4
L017.C 8 0,5 2
L017.D 8 0,5 2
FO09.E 16 0,25 2
F009.G 16 0,25 2
FO09.H 16 0,25 2
F009.1 16 0,25 2
FO11.A 8 0,5 2
HO14.A 16 0,25 0,5
HO15.A 16 0,5 4
H027.A 8 1 4
HO027.B 8 4
H027.D 8 1 32
H029.A 16 1 8
H029.B 16 1 8
H029.C 16 1 8
H029.D 16 1 8
HO31.A 16 1 4
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Isolat MHK Imipenem MHK Ciprofloxacin MHK Netilmicin
[mg/1] [me/1] [mg/1]
HO33.A 16 1 8
HO033.B 16 1 8
H033.D 16 0,5 8
HO33.E 16 1 8
HO33.F 16 1 8
HO43.B 8 0,5 4
HO043.C 16 0,5 64
H047.D >256 0,5 2
HO47.E >256 0,5 2
HO49.A >256 0,25 2
HO049.B >256 0,25 2
HO049.C >256 0,25 2
HO049.D >256 0,25 2
HO51.A >256 0,5 2
HO51.B 64 0,5 2
HO051.C 64 0,5 2
HO51.F 64 0,5 2
HO51.G 64 0,5 2
HO51.H 128 0,5 4
HO51.I 128 1 16
HO51.) 128 1 4
HO55.A 2 0,25 2
HO56.A 8 0,25 16
HO056.B 8 0,25 8
H056.C 8 0,25 8
H056.D 8 0,25 8
HO56.E 8 0,25 8
HO56.F 8 1 8
H056.G 8 0,5 2
HO061.B 2 0,5 4
H061.C 2 0,5 2
P. putida

NP0O148 4 0,25 2
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Isolat MHK Imipenem MHK Ciprofloxacin MHK Netilmicin
[me/1] [me/1l [me/1]
LMG 2257 4 0 4
K14 >256 0,25 2
H027.C 8 0,5 8
HO046.C 128 0,25 2
HO57.A 8 0,25 2
HO61.A 2 0,25 2
H061.D 2 0,25 1
HO61.E 2 0,25 2
HO61.F 2 0,25 2
HO64.A 2 0,25 1
HO064.B 2 0,25 1
HO064.C 2 0,25 1
S009.C 8 0,25 4
L015.D 32 0,5 4
LO18.B 4 0,25 2
L018.D 2 0,5 4
LO18.E 2 1 4
FO09.A 16 0,25 2
F009.B 16 0,25 2
F009.C 16 0,25 2
F009.D 16 0,25 2
FO09.F 16 0,25 2
FO10.A 4 0,25 2
D014.A* 64 1 >256
D014.B 2 0,25 1
D014.D 2 0,25 1
P032.A 4 0,25 4
PO44.A 16 0,5 4
P. fragi

HOO01.A 8 0,25 1
H002.A 8 0,25 1
HO06.A 8 0,25 1
H006.B 8 0,25 1
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Isolat MHK Imipenem MHK Ciprofloxacin MHK Netilmicin
[me/1] [me/1] [me/1]
HO09.A 8 0,25 0,5
H010.A 16 0,25 0,5
HO16.A 8 0,25 2
HO19.A 8 0,25 2
HO30.A 4 0,25 1
HO40.A 8 0,25 4
HO047.C 256 0,5 2
HO47.F 16 0,25 1
HO052.A 16 0,25 0,5
HO53.A 16 0, 1
HO053.B 16 5 1
HO60.A 4 0,25 4
L014.C 16 0,25 2
DO01.A 4 0,25 0,5
P. koreensis
HO08.A 8 0,25 1
L014.A 16 0,25 2
P024.A 2 0,25 0,5
P026.B 64 0,25 4
P026.C 4 0,25 2
P028.A 8 0,25 1
PO31.A 4 0,25 4
P035.A 4 0,25 4
P037.A 4 0,25 4
P037.B 4 0,25 4
PO41.A 16 0,25 2
PO43.A 8 0,25 1
P050.A 8 0,25 1
D004.A 4 0,25 0,5
D005.B 16 0,5 2
P. monteilii
H051.D 64 0,25 2
HO51.E 64 0,25 2
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Isolat MHK Imipenem MHK Ciprofloxacin MHK Netilmicin
[me/1] [me/1l [me/1]
S005.A 8 0,25 4
LO18.A 4 0,5 2
L018.C 2 0,5 2
F010.B 8 0,25 4
D014.C 2 0,5 2
P. lundensis
HO062.A 2 0,25 4
H062.B 2 0,25 4
H062.C 2 0,25 4
H062.D 2 0,25 4
S022.A 1 0,25 1
S022.B 1 0,25 1
S022.C 1 0,25 1
P. corrugata
PO12.A 2 0,25 4
P024.D 32 0,25 1
P029.C 8 0,25 2
P033.A 4 0,25 4
P047.A 32 0,5 16
P049.A 4 0,25 4
P. rhodesiae
HO47.A 16 0,25 2
S002.A 32 0,25 0,25
S002.B 4 0,25 0,5
S004.B 16 0,5 0,25
D004.B 4 0,25 0,5
P. flavescens
P012.B 2 0,25 4
P012.C 4 0,25 4
P026.A 64 0,25 4
P033.B 2 0,25 2
P. gessardii
H041.B 8 0,25 1
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Isolat MHK Imipenem MHK Ciprofloxacin MHK Netilmicin
[me/1] [me/1] [me/1]
HO46.A 8 0,25 2
HO046.B 8 0,25 2
PO45.A 4 0,25 4
P. fluorescens
ATCC 13525 8 0,5 8
LMG 1794 4 0,25 4
17-L-06238-1-1 4 0,25 2
17-L-06549-2-1 2 0,25 2
17-L-08128-3-1 2 0,25 2
17-L-08580-1-1 2 0,25 2
17-L-08580-2-1 2 0,25 2
17-L-08582-1-1 2 0,25 2
17-L-08880-2-1 2 0,25 2
17-L-10564-1-1 2 0,25 0,5
HO41.A 8 0,25 1
P022.A 2 0,5 4
P029.A 2 0,25 1
P. chlororaphis
P009.D 4 0,25 8
P012.D 8 0,25 4
D005.A 16 0,25 1
P. libanensis
H008.B 8 0,25 2
H047.B 16 0,25 2
P. guariconensis
K7b >256 1 2
D006.C 16 0,5 2
D006.D 4 0,5 8
P. brassicacearum
P030.A 2 0,25 0,5
P. synxantha
P028.B 4 0,25 4
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Isolat MHK Imipenem MHK Ciprofloxacin MHK Netilmicin
[mg/1] [me/1] [mg/1]
P. frederiksbergensis

S004.A 4 0,25 0,25
P. oleovorans

PO04.A >256 0,25 0,5

P. plecoglossicida

HO38.A 8 0,5 2
Pseudomonas

P024.B 2 0,5 1

P. spp.

PO11.A 1 0,5 0,5

P0O11.B 1 0,5 0,5

HO24.A 8 0,5 2
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9.9 Verwendete Software

Tab. 35 listet die fur die im Rahmen dieser Arbeit genutzten Software auf.

Tab. 35: Verwendete Software.

Software Version Anwendung
ABRicate 101 Software Zl..lr Bestimmung von
Resistenzgenen
ABRicate Plasmidfinder 1.0.1 Software zur Bestimmung von
Plasmiden
Bakcharak 20 Software Zl..lr Bestimmung von
Resistenzgenen
ChewieSnake 300 Softwa.re zur ErsteIIung
phylogenetischer Stammbaume
Software zur Erstellung
Q-Tree 1612 phylogenetischer Stammbaume
GrapeTree 300 Softwa.re zur ErsteIIung
phylogenetischer Stammbaume
Microsoft Excel® 2019 1808 Software zur statistischen

Auswertung

Software, welche weitere NGS-
MULTIQC 1.9 Pipelines enthalt und Ergebnisse
dieser zusammenfihrt

Software zur Erstellung von

snippySnake 1.0.0 Distanzmatrices

Software zur

QUAST 5.2 .
Genomassemblierung
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9.10 Zusammenfassung Qualitatsparameter der Sequenzierungen

In den folgenden drei Tabellen sind die Qualitatsparameter fiir die 34 sequenzierten Pseudomonas-Lebensmittelisolate, getrennt nach Sequenziergerit,

aufgefiihrt. Die Zusammenstellung der sequenzierten Daten erfolgte mit Hilfe der Software Quast (Version 5.2).

Tab. 36: Qualitatsparameter der zehn mittels PacBio® sequenzierten Pseudomonas-Lebensmittelisolate.

Parameter POO2.A | PO25.A | SO18.A | SO18B | DO09.A | HO32.A | HO32.B | HO34.A | HO34.B | H043.D
Genomfraktion (%) | 98,336 95,607 95,331 95,331 96,231 67,424 96,231 92,409 95,913 97,291
Ver‘\'j::;‘;’zlttirg]?sngs' 1,004 1,002 1,002 1,002 1,006 1,021 1,006 1,007 1,004 1,002
L4 r;‘fztgeni ::fr(‘kig)tes 472739 | 448487 | 540575 | 540575 | 437002 | 349086 | 437002 | 491169 | 381082 | 590271
G;:s;“rifé?iginzgg)e 6175116 | 6000207 | 5971921 | 5971921 | 6054140 | 4298318 | 6054140 | 5816980 | 6019866 | 655471
NG50 (bp) 2345266 | 6458410 | 6833896 | 6833896 | 5722231 | 583156 | 5722231 | 4863597 | 6530302 | 6173524
NG75 (bp) 2345266 | 6458410 | 6833896 | 6833896 | 5722231 | 170289 | 5722231 | 4863597 | 6530302 | 772237
NAS50 (bp) 165287 | 173084 | 140163 | 140163 | 160096 96604 160096 | 170289 | 159178 | 472610
NA75 (bp) 100660 | 104729 56217 56217 97961 102640 97961 102262 | 100604 | 230647
NGAS0 (bp) 211148 | 186351 | 152584 | 152584 | 170290 | 102640 | 170290 | 170289 | 169610 | 123320
NGA75 (bp) 129177 | 104833 77315 77315 103678 0 103678 | 102262 | 104785 | 230647
LG50 (bp) 2 1 1 1 1 3 1 1 1 1
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Parameter P002.A P025.A S018.A S018.B D009.A H032.A H032.B HO034.A HO034.B H043.D
LG75 (bp) 2 1 1 1 1 0 1 1 1 3
LAS0 (bp) 11 12 14 14 13 10 13 11 14 6
LA75 (bp) 25 23 32 33 26 19 26 23 27 9
LGA50 (bp) 9 11 12 12 12 16 12 11 13 19
LGA75 (bp) 19 22 24 26 24 0 24 23 25 18

Fehl-Assemblierung (engl.: misassemblies)

# Fehl— 52 58 65 71 69 6 69 62 63 100
Assemblierung
# Relokationen 52 58 65 71 69 6 69 62 63 10
# Translokationen 0 0 0 0 0 30 0 0 0 0
# Inversionen 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
# Fehlerhafte 4 1 1 1 3 0 3 2 2 36
Contigs
Fehlerhaft
assemblierte 7115550 6458410 6833896 6833896 6562634 0 6562634 6259398 6548816 5539251
Contig-Lange (bp)
# Lokale Fehl- 29 45 43 43 45 0 45 39 52 0
Assemblierungen
H scaffolq gap ext. 0 0 0 0 0 0 0 0 0 11

mis.
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Parameter P002.A P025.A S018.A S018.B D009.A HO032.A H032.B HO34.A HO034.B HO043.D

# scaffold gap loc.
mis.

# Nicht alignierte
fehlerhaft
assemblierte
Contigs

Nicht aligniert (engl.: unaligned)

Vollstandig nicht
alignierte Contigs 1 1 1 1 0 0 0 1 0 0
(bp)

Vollstandig nicht
alignierte 20438 27681 22925 22925 0 20692 0 8113 0 0
Genomlange (bp)

Teilweise nicht

alignierte Contigs 4 1 1 1 2 1411 2 3 2 1
(bp)
Teilweise nicht
alignierte 928153 455312 851722 851722 501142 2915 501142 497491 515879 0

Genomlénge (bp)

Nichtiibereinstimmungen (engl.: mismatches)

N .# N!Cht_ 25544 30027 29780 29780 29462 33.41 29462 27836 29761 11
Ubereinstimmungen
# Indels 678 717 711 711 840 1333 840 787 870 327920
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Parameter P002.A P025.A S018.A S018.B D009.A HO032.A HO032.B HO034.A HO034.B HO043.D
Lange Indels (bp) 2239 2839 2564 2564 3065 78 3065 2803 2940
# Nicht-
Ubereinstimmungen 414,66 501,35 498,67 498,67 488,73 0 488,73 480,85 495,32 250,18
pro 100 kbp
# Indels pro 100 kbp | 44937,00 | 35735,00 | 33543,00 | 33543,00 13,93 13,93 13,59 14,48 774
# Indels (<=5 bp) 590 611 606 606 725 1333 725 679 758 3550
# Indels (> 5 bp) 88 106 105 105 115 78 115 108 112 156
#N's 0 0 0 0 0 0 0 0 0 20790
# N's pro 100 kbp 0 0 0 0 0 0 0 0 0 651
Statistik ohne Referenz (engl.: statistics without reference)
# Contigs 5 2 2 2 3 7 3 4 2 4
# Contigs (>= 0 bp) 5 2 2 2 3 7 3 4 2 4
# Contigs
2 2 2 7 4 2 4
(>=1000 bp) > 3 3
# Contigs
2 2 2 7 4 2 4
(>=5000 bp) > 3 3
# Contigs
2 2 2 2
(>=10000 bp) > 3 / 3 3 4
# Contigs 3 2 1 1 2 7 2 3 1 4

(>= 25000 bp)
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Parameter P002.A P025.A S018.A $S018.B D009.A | HO32.A | HO32.B HO34.A | HO34.B H043.D
# Contigs
1

- 50000 bp) 3 1 1 2 6 2 3 1 4
Lingster Contig (bp) | 2751623 | 6458410 | 6833896 | 6833896 | 5722231 | 2229912 | 5722231 | 4863597 | 6530302 | 1273191
Gesamtlange (bp) | 7135988 | 6486091 | 6856821 | 6856821 | 6562634 | 4608231 | 6562634 | 6335201 | 6548816 | 6504867
Ge(ia_mot';;)ge 7135988 | 6486091 | 6856821 | 6856821 | 6562634 | 4608231 | 6562634 | 6335201 | 6548816 | 6511831
?f_sal'gégzi'; 7135988 | 6486091 | 6856821 | 6856821 | 6562634 | 4608231 | 6562634 | 6335201 | 6548816 | 6500227
?fi%"g::gi? 7135988 | 6486091 | 6856821 | 6856821 | 6562634 | 4608231 | 6562634 | 6335201 | 6548816 | 6488588

,

(Eisfggtognfs) 7135988 | 6486091 | 6856821 | 6856821 | 6562634 | 4608231 | 6562634 | 6327088 | 6548816 | 6483287
(ffsfgz,ﬂ?,"f; 7096496 | 6486091 | 6833896 | 6833896 | 6551312 | 4608231 | 6551312 | 6327088 | 6530302 | 6483287
(Efssg;gg”f; 7096496 | 6458410 | 6833896 | 6833896 | 6551312 | 4582403 | 6551312 | 6327088 | 6530302 | 6433972
N50 (bp) 2345266 | 6458410 | 6833896 | 6833896 | 5722231 | 842215 | 5722231 | 4863597 | 6530302 | 647210
N75 (bp) 1999607 | 6458410 | 6833896 | 6833896 | 5722231 | 583156 | 5722231 | 4863597 | 6530302 | 300200

L50 (bp) 2 1 1 1 1 2 1 1 1 1

L75 (bp) 3 1 1 1 1 3 1 1 1 1
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Parameter P002.A P025.A S018.A S018.B D009.A HO032.A HO032.B HO034.A HO034.B HO043.D
GC (%) 65,69 66,38 66,15 66,15 66,22 66,09 66,22 66,15 66,31 66,84
Ahnlichkeitsstatistik (engl.: similarity statistics)
# Ahnlich Iforrekte 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Contigs
# Ahnlich nicht-
libereinstimmene 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Blocks
Abdeckungstiefe (engl.: coverage depth)
Abdeckung (%) 59,1 100 45,8 81,2 100 100 64,2 100 100 65,4
SNP
Anzahl SNPs 2278 1 8 6 0 0 5 6 3 4

Seite 195




9. Anhang

Tab. 37: Qualitatsparameter fir die 24 mittels lllumina MiSeq® sequenzierten Isolate, Teil 1.

Parameter 20-.- | D009-B | DO14-A | HO032-C | HO34-C | HO43-E | HO43-F | HO57-B | HO57-C | HO57-D | HO57-E | HO57-F
1597
Genomfraktion (%) | 95,399 | 96,247 | 84,202 | 95586 | 95604 | 97,285 | 97,291 | 93,101 | 93,11 | 93,128 | 93,125 | 95414
Ver‘\’/i::;a;ftii?:gs' 1,001 | 1,003 | 1,005 | 1,002 1,002 1,002 1,002 | 1,001 | 1,001 1,001 | 1,001 | 1,001
L8 ”Fgrztgeni Z:tg'(‘éir)tes 421397 | 654644 | 168676 | 352795 | 350365 | 655742 | 655471 | 697926 | 697926 | 697926 | 697926 | 421397
G;Z??;T;:g;igf 6080325 | 6110476 | 5221939 | 6093358 | 6089920 | 6174970 | 6173524 | 6346315 | 6346700 | 6347861 | 6347493 | 6080812
NG50 (bp) 363116 | 406919 | 169791 | 260950 | 250515 | 626504 | 772237 | 420934 | 425508 | 307617 | 425508 | 363116
NG75 (bp) 184384 | 206146 | 92148 | 218692 | 185560 | 300200 | 472610 | 174789 | 214777 | 210812 | 244320 | 210429
NAS50 (bp) 177725 | 176386 | 48879 | 145235 | 139411 | 230647 | 230647 | 214777 | 261958 | 210812 | 261958 | 177129
NA75 (bp) 84574 | 91222 | 17422 | 80078 | 74013 | 123320 | 123320 | 116749 | 128528 | 123231 | 130625 | 87994
NGA50 (bp) 177725 | 195737 | 48740 | 154970 | 145235 | 230647 | 230647 | 214777 | 214777 | 210812 | 242120 | 177129
NGA75 (bp) 86772 | 91912 | 15725 | 83735 | 76994 | 123530 | 123530 | 91278 | 123679 | 116749 | 128528 | 88199
LG50 (bp) 7 6 11 6 7 4 3 6 5 6 5 7
LG75 (bp) 12 11 24 13 14 8 6 13 11 12 11 13
LAS0 (bp) 11 11 39 15 16 9 9 10 9 10 9 11
LA75 (bp) 25 23 89 30 33 19 19 20 19 20 18 26
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Parameter 20-- | DO09-B | DO14-A | HO32-C | HO34-C | HO43-E | HO43-F | HO57-B | HO57-C | HO57-D | HO57-E | HO57-F
1597
LGAS0 (bp) 11 10 40 14 15 9 9 10 10 10 10 11
LGA75 (bp) 24 22 91 29 31 18 18 21 20 21 19 25
Vollstandiger 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100
BUSCO (%)
Teilweiser BUSCO 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
(%)
Fehl-Assemblierung (engl.: misassemblies)
# Fehl- 32 42 125 54 56 34 36 29 28 28 28 31
Assemblierung
# Relokationen 32 42 125 54 56 34 36 29 28 28 28 31
# Translokationen 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
# Inversionen 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
# Fehlerhafte 14 21 36 17 18 12 11 15 14 15 14 14
Contigs
Fehlerhaft
assemblierte 4326983 | 5368292 | 4986311 | 4963888 | 4966923 | 5326954 | 5539251 | 4861788 | 5266769 | 5095255 | 5267274 | 4441579
Contig-Lange (bp)
# Lokale Fehl- 37 73 110 60 59 48 48 33 31 31 31 36
Assemblierungen
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Parameter 20-L- D009-B D014-A HO032-C HO034-C HO043-E HO43-F HO57-B HO057-C HO57-D HO57-E HO57-F
1597
# scaffold gap ext. 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
mis.
# scaffold gap loc. 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
mis.
# Nicht alignierte
fehlerhaft 0 4 5 0 0 0 0 0 0 0 0 0
assemblierte
Contigs
Nicht aligniert (engl.: unaligned)
Vollstandig nicht
alignierte Contigs 8 9 2 12 12 0 0 1 1 1 1 6
(bp)
Vollstandig nicht
alignierte 49962 13434 8174 35811 36221 0 0 1329 1329 1329 1329 48484
Genomlange (bp)
Teilweise nicht
alignierte Contigs 18 28 39 23 24 12 11 12 11 12 11 15
(bp)
Teilweise nicht
alignierte 322695 291366 898032 360976 408786 320644 327920 279423 278289 278263 278240 322091

Genomlange (bp)
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Parameter 20-L- D009-B D014-A H032-C HO034-C HO043-E HO043-F HO057-B HO057-C HO057-D HO57-E HO57-F
1597
Nichtiibereinstimmungen (engl.: mismatches)
# Nicht-
.. L 26202 33187 52450 29859 29859 24909 25018 6627 6488 6458 6501 26281
Ubereinstimmungen
# Indels 719 1003 1956 789 789 769 774 316 314 321 317 731
Lange Indels (bp) 2606 4526 10229 2848 2848 3557 3550 1814 1812 1989 1863 2623
# Nicht-
Ubereinstimmungen 431,31 544,34 1008,14 490,81 490,72 404,2 405,95 104,54 102,34 101,85 102,53 432,54
pro 100 kbp
# Indels pro 100 kbp | 30987,00 16,45 37,6 35765,00 | 35765,00 | 17868,00 | 20790,00 | 35886,00 | 34790,00 | 45082,00 5,00 44997,00
# Indels (<=5 bp) 631 877 1700 682 682 646 651 282 280 284 282 643
# Indels (> 5 bp) 88 126 256 107 107 123 123 34 34 37 35 88
#N's 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
# N's pro 100 kbp 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Statistik ohne Referenz (engl.: statistics without reference)
# Contigs 64 63 94 71 73 35 30 57 51 49 48 63
# Contigs (>= 0 bp) 120 106 225 136 142 64 54 111 113 102 108 129
# Contigs
2 1 2 22 38 40 37 42
(>= 1000 bp) 44 48 7 48 5 6 40
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Parameter 20-L- D009-B | DO14-A HO032-C HO034-C HO043-E HO043-F HO057-B HO057-C HO057-D HO57-E HO57-F
1597
# Contigs
(>= 5000 bp) 33 33 58 32 36 21 17 30 28 28 27 33
# Contigs
1 2
(>= 10000 bp) 3 3 55 29 32 20 16 28 27 27 25 31
# Contigs
2 42
(>= 25000 bp) 30 9 27 29 19 16 28 25 27 23 29
# Contigs
24 24
(>= 50000 bp) 36 25 27 18 15 25 23 23 22 23
Langster Contig (bp) | 774124 | 705800 | 537389 | 949443 998078 | 1152028 | 1273191 | 934106 | 936494 | 936573 | 936494 | 774124
Gesamtldange (bp) | 6456475 | 6420847 | 6134412 | 6492099 | 6540744 | 6496670 | 6504867 | 6627593 | 6626821 | 6627869 | 6627366 | 6454677
Gesamtlange
(>= 0 bp) 6473006 | 6433112 | 6169393 | 6512713 | 6561858 | 6505070 | 6511831 | 6644445 | 6646317 | 6645247 | 6646194 | 6473442
Gesamtlange
(>= 1000 bp) 6442947 | 6410280 | 6118985 | 6476384 | 6525870 | 6491505 | 6500227 | 6616422 | 6618382 | 6621778 | 6620141 | 6440537
Gesamtlange
(>= 5000 bp) 6420781 | 6374691 | 6082976 | 6444221 | 6501067 | 6479866 | 6488588 | 6595080 | 6600034 | 6601093 | 6603189 | 6420586
Gesamtlange
(>= 10000 bp) 6406899 | 6369413 | 6063049 | 6425251 | 6476179 | 6474565 | 6483287 | 6583054 | 6592419 | 6593478 | 6588932 | 6409464
Gesamtlange
6390974 | 6322648 | 5869700 | 6388947 | 6423372 | 6455589 | 6483287 | 6583054 | 6566722 | 6593478 | 6552901 | 6377292

(>= 25000 bp)
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Parameter 20-L- D009-B D014-A H032-C H034-C HO043-E HO43-F HO057-B HO57-C HO57-D HO57-E HO57-F
1597
Gesamtlange
(>= 50000 bp) 6179149 | 6125868 | 5623659 | 6301164 | 6328100 | 6406274 | 6433972 | 6484313 | 6513850 | 6458068 | 6525874 | 6150919
N50 (bp) 363116 406919 169791 260950 250515 536055 647210 420934 425508 420934 425508 363116
N75 (bp) 179727 178667 94583 218692 185560 300200 300200 214777 214777 210812 244320 210429
L50 (bp) 7 6 11 6 7 5 4 6 5 5 5 7
L75 (bp) 13 12 23 13 14 8 7 12 11 12 11 13
GC (%) 66,39 66,38 61,79 66,27 66,24 66,38 66,37 66,17 66,17 66,17 66,17 66,39
Ahnlichkeitsstatistik (engl.: similarity statistics)
# Ahnlich Iforrekte 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Contigs
# Ahnlich nicht-
libereinstimmene 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Blocks
Abdeckungstiefe (engl.: coverage depth)
Abdeckung (%) 60,4 62,6 58,8 66,8 69,6 58,4 59,4 58,0 53,9 51,8 56,1 61,8
SNP
Anzahl SNPs 5 17712 16 0 6 5 2 7 0 0 3 8
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Tab. 38: Qualitdtsparameter fiir die 24 mittels lllumina MiSeq® sequenzierten Isolate, Teil 2.

(%)

Parameter PO02-B | S023-A | S023-B | S023-C | S023-D | S023-E | S023-F | S023-G | S023-H | S023-1 | S023-J | S023-K
Genomfraktion (%) | 93,113 | 95202 | 95233 | 95177 | 9525 | 95224 | 95228 | 952 | 95199 | 95222 | 95229 | 95,198
Ver‘cs:;aglttii:‘sngs' 1,001 1,005 1,005 1,005 1,004 1,005 1,005 | 1,005 | 1,005 1,005 1,005 1,005
Lér;gr:tgeriz:tg?g)tes 697926 | 543635 | 543691 | 543760 | 543691 | 543691 | 543635 | 543691 | 543691 | 543691 | 543691 | 543635
G;;somr;ela?;iniﬁgf 6346744 | 6500289 | 6502482 | 6498880 | 6493312 | 6501919 | 6502065 | 6500160 | 6500026 | 6501798 | 6502459 | 6500178
NG50 (bp) 420934 | 777911 | 705493 | 258240 | 758118 | 632783 | 639551 | 639551 | 507857 | 717897 | 639551 | 574593
NG75 (bp) 214777 | 211616 | 541828 | 201188 | 462264 | 260711 | 416679 | 292443 | 209700 | 416679 | 210874 | 215863
NA50 (bp) 260701 | 210376 | 234240 | 170656 | 234240 | 210806 | 233805 | 210947 | 209700 | 234240 | 210806 | 207223
NA75 (bp) 128528 | 101202 | 106423 | 90182 | 115105 | 94708 | 101202 | 101191 | 101202 | 106423 | 101202 | 100399
NGAS0 (bp) 214777 | 210376 | 234240 | 170656 | 234240 | 210806 | 233805 | 210947 | 209700 | 234240 | 210806 | 207223
NGA75 (bp) 122751 | 101202 | 106423 | 90182 | 115056 | 94708 | 106423 | 101191 | 101202 | 106423 | 101202 | 100399
LG50 (bp) 6 4 5 9 5 5 5 5 5 5 5 5
LG75 (bp) 11 8 7 16 7 9 8 9 10 8 10 10
LAS0 (bp) 9 11 11 13 11 11 11 12 12 11 11 12
LA75 (bp) 19 22 21 28 20 23 22 22 23 21 23 25
LGAS0 (bp) 10 11 11 13 11 11 11 12 12 11 11 12
LGAT75 (bp) 20 22 21 28 21 23 21 22 23 21 23 25
Vé’usstggﬁ?r 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100
Teilweiser BUSCO 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
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Parameter P002-B S023-A S023-B S$023-C S023-D S023-E S023-F S023-G S023-H S023-I S023-J S$023-K
Fehl-Assemblierung (engl.: misassemblies)
# Fehl- 28 38 38 36 36 39 39 37 38 38 37 38
Assemblierung
# Relokationen 28 38 38 36 36 39 39 37 38 38 37 38
# Translokationen
# Inversionen 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
# Fehlerhafte 15 14 13 18 12 16 13 14 15 12 14 15
Contigs
Fehlerhaft
assemblierte 5265874 | 5777862 | 5602877 | 4569518 | 5913198 | 5725478 | 5987778 | 5862190 | 5796304 | 5862364 | 5386832 | 5863299
Contig-Lange (bp)
# Lokale Fehl- 31 6 6 6 5 6 6 6 6 6 6 6
Assemblierungen
# scaffold gap ext. 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
mis.
# scaffold gap loc. 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
mis.
# Nicht alignierte
fehlerhaft 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
assemblierte
Contigs
Nicht aligniert (engl.: unaligned)
Vollstandig nicht
alignierte Contigs 1 0 0 2 0 0 0 0 0 0 0 0
(bp)
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Parameter P002-B S023-A S023-B S023-C S023-D S023-E S023-F S023-G S023-H S023-| S023-J S023-K
Vollstandig nicht
alignierte 1329 0 0 29710 0 0 0 0 0 0 0 0
Genomlénge (bp)
Teilweise nicht
alignierte Contigs 12 8 8 11 6 9 7 10 9 8 9 9
(bp)
Teilweise nicht
alignierte 278292 305894 305994 275610 212276 306010 305755 | 306100 | 305922 305994 306073 305994
Genomlénge (bp)
Nichtibereinstimmungen (engl.: mismatches)
. .# N.ICht_ 6439 2443 2450 2437 1947 2445 2443 2411 2438 2468 2441 2417
Ubereinstimmungen
# Indels 312 126 128 126 106 127 126 129 126 127 127 127
Lange Indels (bp) 1810 320 324 320 279 321 320 325 320 321 321 323
# Nicht-
Ubereinstimmungen | 101,56 37,78 37,88 37,7 30,01 37,81 37,77 37,29 37,71 38,16 37,74 37,38
pro 100 kbp
# Indels pro 100 kbp | 33695,00 | 34700,00 | 35796,00 | 34700,00 | 23377,00 | 35065,00 | 34700,00 2,00 34700,00 | 35065,00 | 35065,00 | 35065,00
# Indels (<=5 bp) 278 116 118 116 97 117 116 119 116 117 117 117
# Indels (> 5 bp) 34 10 10 10 10 10 10 10 10 10 10
#N's 0 0 0 0 0
# N's pro 100 kbp 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Statistik ohne Referenz (engl.: statistics without reference)
# Contigs 48 36 33 54 31 40 32 37 41 37 42 40
# Contigs (>= 0 bp) 109 74 63 120 60 73 63 78 85 68 72 87
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Parameter P002-B S023-A S023-B S023-C S023-D S023-E S023-F S023-G | S023-H S023-| S023-J S023-K
# Contigs
(>= 1000 bp) 37 29 26 46 24 30 25 29 31 27 30 30
# Contigs
(>= 5000 bp) 27 26 23 41 21 26 22 26 27 24 27 28
# Contigs
(>= 10000 bp) 26 25 22 39 20 25 21 25 27 23 26 27
# Contigs
(>= 25000 bp) 26 21 20 34 17 22 19 22 24 19 23 23
# Contigs
(>= 50000 bp) 23 19 18 28 15 20 16 19 21 16 21 20
Langster Contig (bp) | 936573 | 1398228 | 867868 671533 868175 868047 868175 | 868175 | 867871 867871 868175 777911
Gesamtldange (bp) | 6626859 | 6806574 | 6808905 | 6804706 | 6705827 | 6808331 | 6808078 | 6806469 | 6806371 | 6808207 | 6808934 | 6806447
Gesamtlange
(>= 0 bp) 6646045 | 6818029 | 6817830 | 6823436 | 6714336 | 6818185 | 6817619 | 6818910 | 6819953 | 6817836 | 6817961 | 6820046
Gesamtlange
(>= 1000 bp) 6619563 | 6802564 | 6804690 | 6799340 | 6701854 | 6801891 | 6803731 | 6801266 | 6800089 | 6801598 | 6801065 | 6800428
Gesamtlange
(>= 5000 bp) 6600381 | 6797466 | 6799592 | 6792653 | 6697165 | 6794230 | 6798633 | 6796168 | 6790153 | 6796500 | 6795488 | 6797414
Gesamtlange
(>= 10000 bp) 6593724 | 6792149 | 6794275 | 6782092 | 6691848 | 6788913 | 6793316 | 6790851 | 6790153 | 6791183 | 6790171 | 6792097
Gesamtlange
(>= 25000 bp) 6593724 | 6724953 | 6762875 | 6686353 | 6639891 | 6725548 | 6754852 | 6735926 | 6739382 | 6724006 | 6726806 | 6724866
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Parameter P002-B S023-A S023-B $023-C $023-D S023-E S023-F | S023-G | S023-H S023-| $023-J S023-K
Gesamtlange
(>= 50000 bp) 6497366 | 6647749 | 6685290 | 6462726 | 6541182 | 6626839 | 6628103 | 6609177 | 6612329 | 6597257 | 6628097 | 6598117
N50 (bp) 425508 | 777911 | 705493 | 258240 | 758118 | 632783 | 639551 | 639551 | 507857 | 717897 | 639551 | 574593
N75 (bp) 214777 211616 302078 201188 462264 260711 416679 292443 209700 416679 210874 215863
L50 (bp) 5 4 5 9 5 5 5 5 5 5 5 5
L75 (bp) 11 8 8 16 7 9 8 9 10 8 10 10
GC (%) 66,17 66,18 66,18 66,18 66,27 66,18 66,18 66,18 66,19 66,18 66,19 66,19
Ahnlichkeitsstatistik (engl.: similarity statistics)
# Ahnlcig: t'i“g’S”ekte 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
# Ahnlich nicht-
Ubereinstimmene 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Blocks
Abdeckungstiefe (engl.: coverage depth)
Abdeckung (%) 63,3 57,4 67,8 71,4 60,6 58,1 61,8 58,7 61,0 64,3 57,8 70,7
SNP
Anzahl SNPs 2243 6 8 5 2 0 6 6 0 7 8 3
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