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Einleitung

1 Einleitung

Die Resistenzentwicklung von Mikroorganismen gegeniber Antibiotika stellt weltweit
ein stetig wachsendes Problem dar (1), das zunehmend auch in den Fokus
nationaler und internationaler Gesundheitsorganisationen rtckt.

Basierend auf im Jahr 2007 erhobenen Daten schéatzte das Européische Zentrum fir
Krankheitskontrolle und Pravention (ECDC) die Zahl an in Europa durch
multiresistente Erreger (MRE) verstorbene Patienten auf 25.000 pro Jahr (2). Auch in
den USA gibt es in diesem Bereich mit Gber 23.000 durch MRE ausgel6sten
Todesfallen ein zunehmendes Problem, das bei Berlcksichtigung der Dunkelziffer
sogar noch gréBer sein dirfte (3).

Eine Studie der Charité geht dabei im Falle einer weiteren Ausbreitung der
Resistenzen ohne suffiziente Bekampfung im Jahre 2050 sogar schon von bis zu
390.000 Toten durch multiresistente Erreger alleine innerhalb Europas aus (4).

Auch wenn in den letzten Jahren bei multiresistenten Bakterien gram-negative Keime
an Bedeutung gewonnen haben (5), handelt es sich nach wie vor bei den meisten
Ubertragungen um gram-positive Erreger, wie Staphylo- oder Enterokokken.
Der gréBte Anteil an nosokomialen Infektionen ist dabei zwar dem Methicillin-
resistenten Staphylococcus aureus zuzuschreiben, wahrend dessen Infektionszahlen
sich aber bereits seit Jahren im Sinken befinden (6, 7), steigen sie in mehreren
deutschen Bundeslandern fir einen anderen multiresistenten Keim stark an. Hierbei
handelt es sich um den noch vor 30 Jahren vdllig unbekannten Vancomycin-
resistenten Enterokokken (8), der neben einer hohen Widerstandskraft gegen
Umwelteinflisse zudem Uber eine enorme Bandbreite an Antibiotikaresistenzen
verfigen kann.

In Zeiten, in denen immer weniger neue Antibiotika auf den Markt gebracht werden,
gewinnt somit eine erfolgreiche Transmissionskontrolle durch verbesserte Hygiene,
Screening und TypisierungsmaBnahmen zur Einddmmung dieser stetig resistenter

werdenden Bakterien eine immer gréBere Bedeutung.

10



Einleitung

1.1 Enterokokken

Friher gehérten die Enterokokken dem Stamm der Streptokokken an, bevor sie in
den 1980ern in ihre eigene Gattung umgegliedert wurden (9). Enterokokken gehéren
dabei zur physiologischen Darmflora jedes Menschen, kommen aber auch in vielen
anderen Bereichen, wie der Vagina, Urethra, aber auch im Kase und Wasser vor (10,
11). Von allen Enterokokken besitzen die Spezies E. faecium und E. faecialis die bei
weitem gréBte klinische Relevanz, wobei E. faecium mit etwa 90% an allen
eingeschickten Enterokokken flhrend ist (12, 13). Enterokokken verursachen vor
allem Harnweg- und Wundinfektionen. Zu einer Sepsis, von der in erster Linie
immungeschwachte Patienten betroffen sind, kommt es eher selten (14).

1.1.1 Charakteristika und Virulenz

Enterokokken sind gram-positive fakultativ anaerobe Bakterien, die in kurzen Ketten,
Paaren oder als einzelne Bakterien auf dem Ausstrich erscheinen kdnnen. Genau
wie Streptokokken sind Enterokokken Katalase-negativ und bilden keine Sporen
(10). Trotzdem sind sie sehr umweltbestandig, kénnen fir 10 Minuten bis zu 65°C
Uberstehen und in seltenen Fallen sogar die standardmaBige Hitzedesinfektion bei
80°C Uberleben (15). Die Keime wachsen auch in 40 prozentigem Gallensalz, einer
6,5% Natrium Chlorid Lésung und bei einem pH-Wert zwischen 4.5 und 10.0 (10,
16). Auf trockenen Oberflachen ist es ihnen zudem mdglich bis zu vier Monate zu
persistieren (17, 18).

Enterokokken kénnen zusatzlich Gber eine Reihe von Virulenzfaktoren verfligen. Das
.enterococcal surface protein® (esp) oder das ,aggregation protein“ (agg)
beginstigen dabei die Kolonisation eines Wirts durch eine verbesserte Adhasion und
Invasion an beziehungsweise von Epithelien. Esp erlaubt dem Keim dartber hinaus
die Bildung eines Biofilms zum Beispiel auf Kathetern, aber auch im Herzen, was zu
Endokarditiden fihren kann (10, 19).

Enterokokken kdnnen auBerdem (ber Hyaluronidasen, Gelatinasen und
Serinproteasen verflgen. Diese flihren zwar beim Wirt auch zu Gewebeschaden, die
Hauptrolle der Gelatinase und Serinprotease scheint aber eher die Versorgung des
Bakteriums mit Nahrung zu sein (10).
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Einleitung

1.1.2 Intrinsische und erworbene Antibiotikaresistenzen

Neben ihrer Widerstandskraft gegen physikalische Umwelteinflisse verfligen
Enterokokken zusatzlich Gber eine breite Palette an intrinsischen Resistenzen gegen
alle Cephalosporine, Monobactame, Isoxazolylpenicilline, Lincosamide (E. faecialis),
Streptogramine (E. faecialis), sowie eine low level Resistenz gegen Aminoglykoside
und im Falle von E. gallinarium und E. casseliflavus sogar eine low level Resistenz

gegen Vancomycin, die auf den Chromosomen der Bakterien kodiert ist (20).

Darlber hinaus kénnen Enterokokken neben ihren bereits vorhandenen intrinsischen
Resistenzen durch Mutationen in der eigenen DNA oder durch Gentransfer tiber den
Austausch von Plasmiden ein zusatzliches Spektrum an Resistenzen gegen
Antibiotika entwickeln oder erwerben, die gegen sie eingesetzt werden oder wurden.
Es sind bereits Resistenzen gegen Ampicillin, Makrolide, Aminoklykoside
Chloramphenicol, Fluorchinolone, Oxazolidone, Glycopeptide und sogar Tetracycline

inklusive dem noch relativ neuen Tigacyclin bekannt (20, 21, 22).

Die Zunahme der Resistenzen resultiert dabei zum einen aus einem exzessiven
Gebrauch antibiotischer Substanzen in der Tierhaltung, die zum Teil auch als
Wachstumsbeschleuniger dienen, und zum anderen aus dem zu hohen und
ungezielten Einsatz dieser Mittel im Gesundheitswesen. Dadurch ergibt sich ein
Selektionsvorteil fur resistente Bakterien, die aufgrund dessen in Krankenhausern
nicht resistente Organismen verdrangen kénnen (3, 21, 23, 24).

12



Einleitung

1.2 Vancomycin-resistente Enterokokken (VRE)

Von besonderer klinischer Bedeutung sind bei den Enterokokken vor allem die
Resistenzen gegen die Glykopeptidantibiotika Vancomycin und Teicoplanin.
Glykopeptide interagieren im Gegensatz zu Beta-Lactam-Antibiotika nicht mit einem
Zellwandbiosynthese-Enzym, sondern bilden eine nicht kovalente Bindung mit den
beiden endstandigen D-Alanyl-D-Alanin-Resten der Zellwandgrundbausteine.
Aufgrund der GrbéBe der gebundenen Molekille kdénnen diese durch sterische
Behinderung nicht mehr mit den Enzymen, die fir den Zellwandaufbau verantwortlich
sind, interagieren. Durch diesen Mechanismus wird die Zellwandbiosynthese
gestoppt. Glykopeptide kénnen aufgrund ihrer GréBe und Struktur die Membran von
gram-negativen Bakterien nicht durchdringen und werden deshalb nur gegen gram-
positive Bakterien eingesetzt (25).

Vancomycin und andere Glykopeptide stellen eine wichtige Alternative zur Therapie
von Infektionen mit Beta-Lactam-resistenten Bakterien dar, zu denen unter anderem
auch Enterokokken gehéren.

Eine Resistenz gegen Vancomycin reduziert dadurch drastisch die
Therapiemaéglichkeiten flr Enterokokken und erhéht damit die Kosten und Mortalitat
bei Infektionen (26, 27).

1.2.1 Epidemiologie
Erstmals isoliert wurden Vancomycin-resistente Enterokokken 1988 im Verlauf eines
nosokomialen Ausbruchs bei Dialysepatienten. Aufgrund ihrer Antibiotikaresistenz
und hohen Tenazitat gegentber Umweltfakioren sind VRE pradestiniert fur die
epidemische Ausbreitung in Einrichtungen der stationdren und ambulanten
Krankenversorgung (28).

Vor allem in Osteuropa gibt es eine hohe Rate an Vancomycin-Resistenz unter den
detektierten Enterokokken-Stammen. In Polen, der Slowakei, Rumanien, aber
mittlerweile auch in Landern wie Griechenland oder Irland, waren 2016 bereits
zwischen 25 und 50 Prozent aller detektierten Enterokokken gegen Vancomycin
resistent. Was die Gentamycin-Resistenz von E. faecialis anging, war der Anteil
sogar noch héher. In Deutschland, Italien, Spanien und den osteuropaischen
Landern waren etwa 25 bis 50 Prozent, in Rumanien sogar tber 50 Prozent aller E.

faecalis high-level Aminoglykosid resistent. Wahrend europaweit der Anteil an
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resistenten Enterokokken des Typs faecialis langsam zuriickging, stiegen die Zahlen
fir die Vancomycin-Resistenz bei den Enterokokken des Typs E. faecium stark an.

Deshalb wurde der Fokus dieser Studie vor allem auf diese Bakterien gerichtet (6).

Es existieren aber nicht nur innerhalb Europas groBBe Unterschiede bei der Rate an
resistenten Enterokokken. Auch in Deutschland treten regionale Abweichungen auf.
Im Jahr 2016 erschienenen epidemiologischen Bulletin des Robert-Koch-Instituts ist
ein klarer VRE Gurtel dargestellt, der sich quer durch Deutschland zieht. Besonders
betroffen waren dabei Sachsen, Thiringen, Hessen und Nordrhein-Westfalen mit
einer weiteren Ausbreitung seit 2013 auf die Gebiete der Bundeslander
Brandenburg, Mecklenburg-Vorpommern und Sachsen-Anhalt (29, 30).

Eine schlissige wissenschaftliche Erklarung fir diesen VRE-Girtel lag zu dem
Zeitpunkt dieser Arbeit noch nicht vor. Mdgliche Ursachen kénnten die regionale
Verbreitung verschiedener Stdmme oder der unterschiedliche Selektionsdruck durch
regionale Divergenzen in der Antibiotikaanwendung sein. Insgesamt steigt aber die
Zahl an Vancomycin-resistenten Enterokokken in fast allen Bundeslandern stark an,
was zusammen mit der schnellen Ausweitung des VRE-Giirtels deutlich zeigt, dass

es sich hierbei um ein ganz Deutschland betreffendes Problem handelt (29).

1.2.2 Resistenzmechanismen

Enterokokken werden gegen Vancomycin resistent, indem die endstandige
Aminosaure des Peptidoglycans D-Alanyl-D-Alanin  zu  D-Alanyl-D-Lactat
umgewandelt wird. Dies fUhrt zu einer high level Resistenz, bei einem Austausch der
Aminosaure Alanin mit Serin entsteht eine low level Resistenz (31). Der Austausch
von Alanin gegen Lactat fuhrt beispielsweise beim vanA-Typ, der bedeutendsten
Genvariante, die vor allem in E. faecium-Isolaten gefunden werden kann (32), zu einer
um bis zu 1000-fach gesunkenen Bindungsfahigkeit von Vancomycin an die
Zellwandbestandteile und erklart so die Glycopeptidresistenz des entsprechenden
Enterokokken-Stamms. Gleichzeitig ergibt sich daraus auch eine Kreuzresistenz zu
Teicoplanin.

Bei Enterokokken des vanB-Typs liegt ausschlieBlich eine Resistenz gegen
Vancomycin vor, gegen Teicoplanin andererseits sind sie empfindlich. Allerdings
kann die Vancomycin-Resistenz der Enterokokken unterschiedlich stark exprimiert

sein. Trotzdem sollten vanB-positive E. faecium sicherheitshalber immer als
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potenziell Vancomycinresistent betrachtet werden.

Zurzeit sind neun dieser van-Gen-Cluster bekannt, die in der Vancomycin-Resistenz
der Enterokokken eine Rolle spielen. Die Gen-Cluster vanA, vanB, vanD und vanM
verursachen dabei die Vancomycin-Resistenz durch die Bildung von D-Ala-D-Lac,
vanC, vanE, vanG, vanL und vanN durch die Bildung von D-Ala-D-Ser. VanC gilt
dabei als natlrliche, intrinsische low level Vancomycin-Resistenz, die chromosomal
kodiert und damit nicht Ubertragbar ist. Aber auch die anderen Gen-Cluster haben
trotz teilweiser Ubertragbarkeit zwischen den Bakterien bis auf vanA und vanB keine
klinische Bedeutung.

VanA und vanB sind die beiden bedeutendsten und am haufigsten vorkommenden
Vancomycinresistenzgene. Sie liegen auf mobilen Elementen, wie Transposons und
Plasmiden, und erlauben dadurch eine Verbreitung der Vancomycin-Resistenz unter
Enterokokken aber auch anderen gram-positiven Keimen. Dies stellt eine zusatzliche
Bedrohung von Krankenhauspatienten durch andere nun resistente und zudem
virulentere gram-positive Bakterien dar (22, 31, 33, 34).

Forschern ist es gelungen ein vanA-Plasmid von Vancomycin-resistenten
Enterokokken auf Listerien und Staphylococcus aureus zu Ubertragen. Es hat sich
darliber hinaus bereits gezeigt, dass eine solche Ubertragung auch ohne
Laborbedingungen mdglich ist. Im Juni 2002 berichtete das CDC Uber den ersten
Fall eines Patienten mit einem Vancomycin-resistenten Staphylococcus aureus
(VRSA) in den USA. Seither wurden 14 Stdmme von VRSA entdeckt, die alle aus
bereits Methicillin-resistenten Staphylococcus aureus Stdmmen hervorgingen. Die
Vancomycinresistenz entstand dabei in allen Fallen durch eine Ubertragung einer
vanA-Genkassette von einem Vancomycin-resistenten Enterokokken auf einen
MRSA. Diese neuen Staphylococcus aureus Stamme sind zwar noch auB3erst selten,
treten sie allerdings auf, sind sie nur sehr schwer zu therapieren. Die betroffenen
Patienten zeigen zudem ein deutlich schlechteres Outcome als solche mit
gewdhnlichen MRSA Infektionen (35, 36, 37, 38).

15
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1.3 Klinische Bedeutung von VRE

Wie schon beschrieben stellen Vancomycin-resistente Enterokokken ein Problem fir
die Patientenversorgung in Krankenhdusern dar, da sie aufgrund der mannigfaltigen
Resistenzen schwer zu behandeln sind und zudem ihre Resistenz Gene auch auf

andere Bakterien Ubertragen kdnnen (22).

1.3.1 Infektionen durch Vancomycin-resistente Enterokokken

In den USA gibt es etwa zwei bis vier Millionen nosokomiale Infektionen pro Jahr,
von denen die zweit- bis drittmeisten durch einen Vancomycin-resistenten
Enterokokken ausgel6st werden. Der Keim wurde dabei meist Uber die Hande und
Kleidung des Personals Ubertragen. Patienten mit VRE in ihrem Blutkreislauf hatten
ein erhdéhtes Risiko eine Sepsis zu entwickeln (16.9% vs 3.7%, P < 0.0001), eine
erhéhte Sterblichkeit bei schweren Verlaufen der Infektion (Relatives Risiko [RR],
2.57; 95% Konfidezintervall [Cl]: 2.27-2.91) und eine durch die Bakteridmie erhdhte
Gesamtmortalitat. AuBerdem bedeutete jede Blutstrominfektion fir das behandelnde
Krankenhaus zusatzliche Kosten von durchschnittlich 27.000$ pro Fall (39). Eine
Infektion mit VRE geht dabei h&ufig aus der intestinalen Besiedelung hervor.
Typische Infektionen sind demzufolge Harnweginfektionen, postoperative Infektionen
in besiedelten Bereichen und Katheterinfektionen. Diese kdnnen sich Uber die
genannten Eintrittspforten sekundar bis hin zu lebensbedrohlichen Bakteriamien oder

Septikdmien weiterentwickeln (25).

1.3.2 Transmissionskontrolle

Fir die Therapie von schweren Infektionen mit Vancomycin-resistenten
Enterokokken sind Linezolid und Tigecyclin zurzeit die erste Wahl. Dabei ist zu
beachten, dass bei Linezolid eine Myelomsuppression und Neurotoxizitat
beschrieben wird. Bei Tigecyclin wurde in einigen Studien sogar eine erhdhte
Letalitat nachgewiesen, weshalb es nur noch in einem eingeschrankten
Anwendungsgebiet verwendet werden darf. Neben den massiven Nebenwirkungen
dieser Antibiotika besteht ebenfalls das Problem der Resistenzentwicklung, die unter
Linezolid- und Tigecyclin-Therapien bereits beobachtet werden konnte (40). Mit dem
Voranschreiten der Resistenzen und dem Nachrtcken nur weniger neuer, noch nicht
ausreichend getesteter, Antibiotika, spielt somit die Transmissionskontrolle eine sehr
wichtige Rolle (33).
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Aus diesem Grund sollte der ungezielte Einsatz vor allem von Reserveantibiotika
weiter eingeschrankt werden, um die Verbreitung von Resistenzen zu minimieren

(41). DarUber hinaus ist eine Verbesserung der Standardhygiene unumganglich.

Dabei ist bei VRE-kolonisierten Nicht-Risikopatienten auf Normalstationen die strikte
Einhaltung der Standardhygiene, wie konsequente  H&ndedesinfektion,
patientenbezogene Pflegeutensilien sowie Kittel- und Handschuhpflege ausreichend.
Aufgrund der erhéhten Tenazitat von VRE auf unbelebten Oberflachen ist es zudem
von Vorteil zuséatzlich eine regelmaBige Flachendesinfektion der patientennahen
Bereiche zur Verhiitung von Ubertragungen durchzufilhren. Bei Ausbriichen und auf
Stationen mit einem gefahrdeten Patientengut (Onkologie, Transplantationschirurgie,
Dialysestationen und Neonatologie) sollte allerdings am besten eine Isolierung in
einem Einzelzimmer erfolgen. Hierbei ist auch eine Kohortenisolierung mdglich. Die
Isolierung sollte erst bei drei negativen Rektalabstrichen und weiteren drei negativen
Proben der Stelle des Primarnachweises aufgehoben werden. Der beste und
wichtigste Schutz ist und bleibt aber die standardméaBige Handedesinfektion vor und
nach jedem Patientenkontakt (42, 43).

Zusatzlich zu den bereits genannten Mdglichkeiten gibt es auch noch die Option
eines Eingangsscreenings auf VRE mit anschlieBender Typisierung der
Enterokokken-Stdmme, um die Verbreitung innerhalb eines Krankenhauses
einzuschranken. Aus Kostengrinden empfehlen Mutters et al. aber nur das
Screenen und Typisieren von Hochrisikokollektiven und bei einem vermehrten
Auftreten von VRE Infektionen innerhalb einer Station.

Ein Screening auf VRE kann helfen die Verbreitung innerhalb eines Krankenhauses
zu verringern, da bereits im Vorfeld kolonisierte Patienten erkannt und isoliert werden
kénnen. Auf Stationen mit transplantierten oder immunsupprimierten Patienten hilft
zusatzlich ein schnelles Typisierungsverfahren bei der Einschatzung des Risikos
sowie dem Detektieren von neuen, mdglicherweise virulenteren, VRE-Stdmmen (43).
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1.3.3 Typisierungsmethoden

Um das Ziel der Analyse von Antibiotikaresistenzen und geographischen
Populationsstrukturen zu erreichen gibt es verschiedene Typisierungsmethoden.
Darunter  befinden sich seit langem etablierte Verfahren wie die
Pulsfeldgelelektrophorese (PFGE), das Multilocus-sequence-typing (MLST) oder das
Whole-Genom-Sequenzing (WGS), aber auch relatvn Neue wie die
Infrarotspektroskopie (IR-Biotyper von Bruker).

Seit den Anfangen der Mikrobiologie wurden groBBe Anstrengungen unternommen,
um immer neuere und bessere Typisierungsverfahren zu entwickeln. Diese Mihen
spiegelten das Verlangen der Wissenschaftler und Arzte wider, ein noch gréBeres
Versténdnis fur die verschiedenen Krankheitserreger zu erlangen und damit neue
Heil- und Therapieansatze finden zu kdnnen. Die ersten Typisierungsverfahren, die
den Arzten in der Klinik zur Verfligung standen, waren sogenannte phanotypische
Methoden, wie etwa die Phagentypisierung. Diesen ersten Typisierungsmethoden
mangelte es allerdings noch an diskriminativer Starke und verlasslicher
Reproduzierbarkeit, weshalb sie nach der Entwicklung genotypischer Verfahren
durch diese sukzessive abgeldst wurden. Die ersten genotypischen Verfahren waren
noch bandenbasiert, wobei das wohl bekannteste Verfahren aus dieser Gruppe die
im Jahre 1984 von David Schwartz und Charles Cantor entwickelte Pulsfeld-
Gelelektrophorese ist. Hierbei wird die DNA mit Restriktionsenzymen geschnitten
und anschlieBend durch elektrische Felder nach GréBe aufgetrennt. Die Auswertung
erfolgt anhand des Vergleiches der dadurch entstandenen Banden, wodurch die
Verwandtschaftsbeziehungen von Mikroorganismen verschiedener Proben analysiert
werden koénnen. Diese neuen bandenbasierten Typisierungsverfahren waren
aufgrund ihrer hohen Diskriminationsfahigkeit hervorragend geeignet zur
Untersuchung von kleineren lokalen Ausbriichen. Globale Geschehnisse brachten
diese Methoden aber an ihre Grenzen, da die Ergebnisse nur schwer zwischen
verschiedenen Laboren vergleichbar waren. Zudem erwiesen sich die auch heute
noch oft genutzten Verfahren als sehr zeit- und arbeitsintensiv.

Die technische Entwicklung automatischer Sequenzierer und fluoreszierender statt
radioaktiver Sequenzierungschemie fuhrte schlieBlich zur Einflhrung von neuen
DNA-Sequenzbasierten genotypischen Methoden, die zunadchst fur den Nachweis

von Resistenzen viraler oder bakterieller Infektionserreger verwendet wurden.
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Erst mit der Entwicklung der Multilocus-Sequenz-Typisierung im Jahr 1998 wurden
auch zunehmend weitere Typisierungsverfahren basierend auf der DNA-
Sequenzierung entwickelt und eingesetzt. Bei diesem Verfahren zur Analyse von
bakteriellen Populationen werden Ublicherweise sechs bis acht interne Fragmente,
sogenannte Haushaltsgene, sequenziert und verglichen, die fir den Organismus
essenziell und selektionsneutral sind. Ein groBer Vorteil der DNA-Sequenzierung war
dabei die relativ hohe Geschwindigkeit des Verfahrens, die es erlaubte,
insbesondere in der Routinediagnostik oder Hygiene schnell MaBnahmen in
Abhangigkeit vom Typisierungsergebnis umsetzen zu kénnen. Dartber hinaus waren
die gute Reproduzierbarkeit sowie die Mdglichkeit, die gewonnenen Daten zu
speichern und Uber das Internet weltweit abrufen oder vergleichen zu kénnen, grof3e
Pluspunkte. Diese trugen zum Erfolg sequenzbasierter Typisierungsverfahren bei,
obwohl sie im Vergleich zu &lteren, bandenbasierten Verfahren hdhere Kosten

verursachten (44).

Mit dem neuen Jahrtausend kam dank dem Whole-Genome-Sequencing eine neue
Technologie auf, durch die es mdglich war, mithilfe von an dNTP angehéngten
Fluoreszenzmarkern, ohne Umwege direkt das Genom von Bakterien zu bestimmen.
Der groBe Vorteil dieser noch relativ teuren Methode ist dabei, dass neben der
Verwandtschaftsanalyse nun auch die Detektion einzelner Resistenz- und
Virulenzgene mdglich wurde. Leider ist diese Genauigkeit auch mit einer langen
Vorlaufszeit bis zum fertigen Ergebnis verbunden, was die Untersuchung von akuten
Ereignissen deutlich erschwert (45, 46).

Um die Licke zwischen den alteren Typisierungsverfahren, die relativ zeitnah eine
Verwandtschaftsanalyse ohne genaue Detektion aller Virulenz- und Resistenzgene
erlauben, und dem Whole-Genom-Sequenzing, das hierzu zwar in der Lage ist, aber
aufgrund der langen Vorlaufszeit noch nicht fir das Typisieren von akuten
Ereignissen geeignet ist, zu schlieBen, wurde im Jahr 2018 von Bruker der IR-
Biotyper vorgestellt. Dieser verspricht eine schnelle und giinstige Routinetypisierung
verschiedenster Mikroorganismen fir die Analyse von Krankenhausinfektionen und
Erregerausbriichen, muss seine Tauglichkeit fir diesen Einsatzbereich allerdings
erst noch beweisen (47).

19



Einleitung

1.3.4 Risikofaktoren und gefahrdetes Patientengut

Fir eine Infektion mit VRE gibt es mehrere Risikofaktoren. Eine groBBe Rolle spielt
dabei die Immunsuppression in klinischen Bereichen wie der Hamatologie,
Onkologie, auf Intensivstationen oder nach Organtransplantationen. Vor allem der
weniger virulente, aber dafir mit mehr Resistenzen ausgestattete E. faecium
kolonisiert oder infiziert fast ausschlieBlich diese Patienten mit schweren
Grundleiden.

Ein weiterer Punkt ist der Einsatz von Fluorchinolonen und Cephalosporinen, die
tber eine Enterokokkenliicke verfligen und diese Bakterien somit nur unzureichend
bekampfen. Dies fordert die Verbreitung von resistenten Enterokokken.
Das Hauptrisiko an einer VRE Infektion zu sterben, tragen vor allem &ltere, schwer
kranke Patienten mit Neutropenie, Krebserkrankungen, Niereninsuffizienz oder
Leberzirrhose. Sie zeigen eine signifikant erhdhte Letalitdt, wenn die initiale
empirische Antibiotikatherapie bei nosokomialen VRE-Infektionen unwirksam bleibt
(25, 28).

Neben den genannten Risikofaktoren fir Patienten und Krankenhuser spielen
zudem auch die Bedingungen in der Tiermast eine groBe Rolle. Der bei Weitem
gréBte Teil an antibiotischwirksamen Substanzen wird hier verbraucht. Allein im Jahr
2011 wurde vom Deutschen Institut fir medizinische Dokumentation und Information
in der Tiermast ein Verbrauch von 1734 Tonnen Antibiotika festgestellt dem gerade
einmal etwa 450 bis 600 Tonnen in der Humanmedizin gegenuberstanden. Auch
wenn die Zahlen in der Tiermast seitdem ricklaufig sind (2014: 1238 Tonnen) zeigt
sich dennoch, dass in diesem Bereich auch weiterhin der GroBteil der antibiotisch
wirksamen Substanzen eingesetzt wird. Der hohe Verbrauch und die Verwendung
ahnlicher oder sogar gleicher Mittel wie in der Humanmedizin foérdert zudem
Kreuzresistenzen unter den Enterokokken, die Gber die Nahrung direkt in Kontakt mit
dem Menschen gelangen (48, 49, 50).
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1.3.5 Das Universitatsklinikum Regensburg

Im Universitatsklinikum Regensburg flhrten drei Stationen ein Eingangsscreening
durch. Die Stationen 20, 21 und 92 screenten dabei jeden Patienten im Zuge der
Aufnahme. Die onkologische Station 21 fUhrte dartber hinaus bei allen Patienten ein
wdchentliches Screening durch. Alle auf VRE positiv getesteten Patienten wurden,
wenn mdoglich, in einem Einzelzimmer isoliert. Zusatzlich wurden die
Patientenzimmer gekennzeichnet und die Pflege mit Einwegkittel und Handschuhen
durchgefthrt.

Die Handehygiene wurde im gesamten Krankenhaus mittels Hand-KISS fortlaufend
kontrolliert und auch der Verbrauch der Desinfektionsmittel auf den Stationen wurde
festgehalten, um einen hohen Hygiene Standard zu gewahrleisten. Des Weiteren
erfolgte der Versuch durch ein antibiotic-stewardship Programm die Menge an falsch
eingesetzten Antibiotika zu verringern. Trotzdem hatte das Universitatsklinikum im
Jahr 2017 mit 4,7 RDD/100 Pflegetagen einen sehr hohen Vancomycinverbrauch,
der etwa drei Mal so hoch ausfiel wie der Median der Vergleichsgruppe.

Substanz Verbrauchsdichte in RDD/100 Pflegetage
Vergleichsreport UKR 2014 UKR 2015 UKR 2016 UKR 2017
2016/2017
Median
(Interquartilber.)
Drittgenerations- 3,7(25-5,2) 4.5 4,2 4.2 4.5
Cephalosporine
Breitspektrum- 5,0(4,3-6,8) 7.8 8,7 8,8 8,9
Penicilline
Carbapeneme 3,1(2,1-46) 53 5.7 6,4 6,1
Aminopenicilline/ 5,8 (4,0-7,4) 4,1 4.7 5,6 5,9
BLH
Fluorochinolone 6,8(59-8,5) 7.7 7,0 6,3 7,0
Glykopeptide 1,5(0,8 -2,3) 4.4 4.8 51 47
Linezolid Kein 0,7 0,8 0,8 0,8
Referenzwert

Abbildung 1: ADKA-If UKR Antiinfektiva-Report 2014-2018.
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1.4 Ziele der Arbeit:

Die geplante Studie soll zur Priifung und Validierung des IR-Biotypers als mdgliches
Verfahren fur die schnelle Typisierung von Vancomycin-resistenten Enterokokken
durchgefihrt werden. Zusatzlich sollen mithilfe des IR-Biotypers alle binnen eines
Jahres aufgetretenen VRE-positiven Patientenisolate analysiert und die Anzahl an

moglichen Ubertragungen ermittelt werden.

Neben einer deskriptiven statistischen Beschreibung der VRE-positiven

Studiengruppe sollen folgende Fragen im Rahmen dieser Arbeit beantwortet werden:

e Wie viele potenzielle Ubertragungen gab es im Universitatsklinikum
Regensburg und gibt es einen Unterschied bei der Anzahl oder den
Ubertragungsmustern auf den verschiedenen Stationen?

e Gibt es im Krankenhaus einen vorherrschenden Stamm an Vancomycin-
resistenten Enterokokken, der flr einen GroBteil aller potenziellen
Ubertragungen verantwortlich ist?

e Sind Stationen, die ein flr Enterokokken geféhrdetes Patientengut aufweisen
von einer gréBeren Zahl an potenziellen Ubertragungen betroffen?

e Was unterscheidet Stationen mit einer hohen VRE-Rate und geringen
potenziellen Ubertragungen von Stationen mit einer hohen Ubertragungsrate?

e |Inwiefern ist der IR-Biotyper mit anderen Typisierungsverfahren, wie der
Pulsfeldgelelektrophorese, MLST-Typisierung oder dem Whole-Genom-
Sequencing vergleichbar?

e Ist es mdglich Kosten zu sparen, indem die Messungen mit dem |IR-Biotyper
ohne die Biotyper-Kits durchgefiihrt werden und kommt es hierbei zu einer

Verschlechterung der Ergebnisse?

Hypothese: Der IR-Biotyper ist ein gutes, schnelles und kostenglinstiges
Typisierungsverfahren, das flr eine erste Differenzierung von Vancomycin-

resistenten Enterokokken eingesetzt werden kann.
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2 Material und Methoden

2.1 Allgemeines

Um eine Kontamination mit ubiquitdr vorkommenden Bakterien und Pilzen zu
verhindern wurden bei Arbeiten wie dem Inokulieren von Nahrmedien, dem Abimpfen
von Reinkulturen und anderen kontaminationssensiblen Arbeitsschritten wie dem
Herstellen und Auftragen der Messlésung stets Latexhandschuhe getragen.
Es wurde auBerdem auf eine strenge Trennung von infektidsen und nichtinfektiésen
Arbeitsplatzen geachtet.

Die  Verwendung der Handschuhe diente  zusatzlich auch  dem
Infektionsschutz. Bei jedem Ablegen der Handschuhe wurde stets und unverziglich
eine hygienische Handedesinfektion durchgefihrt. Nach Beendigung der Arbeit mit
infektibsem Material und bei endgultigem Verlassen des Raumes erfolgte eine
Flachendesinfektion des Arbeitsplatzes mit Incidin.

Die Messplatten des IR-Biotypers wurden nach Benutzung mit destilliertem Wasser
und einem Tuch von groben Unreinheiten befreit.
In einem zweiten Schritt erfolgte nach der endgultigen Desinfektion mit Isopropanol
die  Verpackung in luftdichte und wiederverschlieBbare Plastikbeutel.
Der Abwurf von kontaminiertem Material, wie den Eppendorf Cups oder den
Impfésen, erfolgte in einem Kunststoffbeutel direkt auf der Werkbank. AnschlieBend
wurde der Beutel in einem Miullbehalter flr Feststoffe entsorgt und autoklaviert.
Verwendete Agarplatten wurden nach Benutzung in einen Mullbehalter fir
Flussigkeiten gegeben. AnschlieBend wurden die Nahrmedien durch Autoklavierung
vollstandig vernichtet. Wiederverwendbares Material wurde sterilisiert oder mit 70
prozentigem Alkohol desinfiziert.

Vor Aufnahme der Arbeiten im Rahmen dieser Dissertation lag bereits ein positives
Ethikvotum vom 17.11.2016 fUr das Forschungsvorhaben ,Molekulare Epidemiologie
Vancomycin-resistenter Enterokokken am Universitatsklinikum Regensburg - eine
retrospektive Auswertung“ (Zeichen 16-104-0057) vor. Darlber hinaus wurde fir die
weitere Dissertation ein neuer Ethikantrag mit dem Titel ,Molekulare Epidemiologie
von nosokomialen Krankheitserregern® (Zeichen 18-989-104) gestellt. Am
25.04.2018 entschied auch hier die Ethikkommission des Universitatsklinikums
Regensburg, dass keine berufsethischen oder rechtlichen Bedenken vorlagen.
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2.2 Stammsammlung
2.2.1 Entstehung

Die VRE-Stammsammlung des Instituts fir klinische Mikrobiologie und Hygiene des
Universitatsklinikums Regensburg speist sich aus den an die diagnostische Abteilung
eingesandten Proben des UKR sowie aus Isolaten von regionalen Krankenhausern,
wie dem Krankenhaus Barmherzige Brider oder dem Caritas Krankenhaus St. Josef
in Regensburg. Die Proben stammten dabei sowohl von Screeninguntersuchungen

als auch von tiefgekuhlten mikrobiologischen Probematerialien.

In der Diagnostik erfolgte die Identifikation von Vancomycin-resistenten
Enterokokken auf verschiedene Weisen. Abstriche wurden angezichtet und dann auf
verschiedene Erreger getestet. Bei VRE-Screeninguntersuchungen wurde die Probe
in eine Anreicherungs- und Selektions-Bouillon gegeben, in der nicht resistente
Bakterien durch Vancomycin abgetétet wurden. AnschlieBend erfolgte eine
Auswertung mittels PCR, auf die im folgenden Kapitel ndher eingegangen wird. Der
Bakterienstamm und die van-Gen-Typisierung wurden mittels High-Resolution-
Melting festgestellt.

2.2.2 Messungen: PCR

Bei der PCR oder auch Polymerase-Kettenreaktion handelt es sich um eine einfache
Méglichkeit bestimmte Gensequenzen innerhalb einer doppelstrangigen DNA-Kette
mit teilweise bekannter Sequenz zu vervielfaltigen (51).

Zur Auswertung der PCR-Produkte verwendete die Diagnostik des
Universitatsklinikums einen Light Cycler und das Schmelzkurvenverfahren.
Bei der Schmelzkurvenanalyse handelt es sich um ein schnelles
Auswertungsverfahren von PCR-Produkten. Hierbei wird der DNA ein
fluoreszierender Farbstoff zugesetzt, der mit dem Doppel- starker als mit dem
Einzelstrang bindet. Mit steigender Temperatur beginnt die DNA zu denaturieren und
die Fluoreszenz nimmt mit der sinkenden Anzahl an Doppelstrangbindungen
ebenfalls ab. Durch kontinuierliche Messung kann hierdurch eine Schmelzkurve
generiert werden (52), die abhangig ist vom Gehalt der DNA an Cytosin und Guanin,
welche mit drei Wasserstoff Bindungen verbunden sind, sowie Adenenin und

Thymin, die dagegen nur durch zwei Bindungen im Doppelstrang zusammen
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gehalten werden. Dies flihrt zu einem Unterschied in der fir die Spaltung dieser
Bindungen nétigen Energie (53). Jedem DNA-Stick kann so eine spezifische
Schmelztemperatur zugeordnet werden, die als Punkt definiert ist, an dem die Halfte

des Doppelstrangs aufgetrennt wurde (54).

Melting Peaks
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Abbildung 2: Light Cycler Ergebnis eines vanA-positiven Enterokokken.
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Abbildung 3: Light Cycler Ergebnis von vanB-positiven Enterokokken.

In den Abbildungen 2 und 3 sind die grafischen Ergebnisse des Light Cyclers der
Diagnostik dargestellt. Die Schmelzkurve in der ersten Abbildung entspricht dabei
vanA-, die der zweiten vanB-positiven Enterokokken.

Nach der positiven Bestimmung eines Vancomycin-resistenten Enterokokken durch
die Diagnostik erfolgte eine weitere Differenzierung durch Anzucht und Isolierung
eines Einzelklons durch das Institut fur klinische Mikrobiologie und Hygiene.

Die Einzelklone wurden hierzu nochmals mittels PCR untersucht. Die Auswertung
der DNA erfolgte hier allerdings durch eine Typisierung mittels Gelelektrophorese.
Bei diesem Verfahren werden die DNA-Stliicke mit Ethidiumbromid angefarbt und
durch Gleichstrom auf einer Gelplatte nach ihrer Lange und Konformitat getrennt

(51). Auf diese Weise kann auch eine erste Einschatzung Uber die Verwandtschaft
der Bakterien-Stamme zueinander getroffen werden.
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2.2.3 Messungen: MALDI-TOF

Zusatzlich zu der erneuten Untersuchung mittels PCR wurden die durch die
Diagnostik als VRE-positiv markierten Proben mithilfe eines MALDI-TOF untersucht.

Bei dem MALDI-TOF handelt es sich um einen Matrix—Assistierten-Laser—
Desorption—lonisierungs-  (MALDI)  Flugzeit- (TOF = time of flight)
Massenspektrometer.

Die Bakterien werden hierfir auf Festmedien vorkultiviert. AnschlieBend wird auf die
Probenplatte eine geringe Menge einer Einzelkolonie gegeben, die im Hochvakuum
des Gerates durch einen Laserschuss explosionsartig verdampft wird. Bei diesem
Vorgang werden die Proteine der zu untersuchenden Erreger mitgerissen, ionisiert
und mittels eines elektrischen Feldes beschleunigt. Die Flugzeit der Proteine kann
dabei exakt bestimmt werden. Die unterschiedlichen Massen der Proteine kénnen
ausgewertet und in ein Gesamtspekirum eingeordnet werden, das flir verschiedene
Bakterien und Pilze typisch ist (55).

2.2.4 Messungen: Phdnix
Nach den beiden oben gennannten Verfahren wurden die Antibiotikaresistenzen der

Keime mittels des Phénix-Systems Uberprift.

Das Phonix-System enthélt eine Platte, auf der mittels kontinuierlicher Indikator- und
Absorptionsmessung das Bakterienwachstum bestimmt werden kann.

Jeder der Messplatze fir eine Probe enthélt ein anderes Antibiotikum, so dass auf
diese Weise die Wachstumsfahigkeit und Geschwindigkeit abh&ngig von
verschiedenen Antibiotika getestet und ein Antibiogramm erstellt werden kann (56).
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2.2.5 Auswahlkriterien

Far die vorliegende Arbeit wurden zuerst alle Proben mit Vancomycin-resistenten
Enterokokken, die im Zeitraum vom 01.04.2017 bis zum 31.03.2018 abgenommen
und an die diagnostische Abteilung des Universitatsklinikums gesendet wurden,
ausgewabhilt.

In die Statistik und die IR-Biotyper-Analyse gingen aber nur Proben ein, die eine
Reihe weiterer Auswabhlkriterien erflllten.

So mussten alle Proben direkt vom Universitatsklinikum Regensburg stammen.
Desweitern wurden nur Proben akzeptiert, in denen durch die in 2.2.2 beschriebenen
Messmethoden ein Vancomycin-resistenter Enterococcus faecium nachgewiesen

werden konnte. Die Proben mussten auBerdem als Reinform vorliegen.

Alle Proben, die diese Anforderungen erflllten, wurden ihren Patienten zugeordnet.
Bei mehreren Proben eines Patienten wurde ausschlieBlich das Erstisolat mit dem
IR-Biotyper typisiert.
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2.3 Stammtypisierung mittels IR-Biotyper
2.3.1 Allgemeines zum |IR-Biotyper

Abbildung 4: Bild des IR-Biotypers (Bruker, Broschire des IR-Biotypers 2018, Verfligbar unter:
https://www.bruker.com/fileadmin/user_upload/8-PDF-Docs/Separations_MassSpectrometry
/Literature/Brochures/1852688 _IR_Biotyoer_05-2017_ebook.pdf Stand 17.06.2018 11:20 Uhr).

Das IR-Biotyper-System (Abbildung 4) fir mikrobiologische Stammtypisierung basiert
auf der Technologie der Fourier-Transformations-Infrarotspekiroskopie. Es erganzt
Brukers MALDI-Biotyper-Massenspektrometer flur die schnelle ldentifizierung von
mikrobiologischen Proben (57). Hierzu nutzt der IR-Biotyper viele verschiedene
MolekUle, wie Lipide, Proteine, Nukleinsauren und Polysacharide gleichzeitig, um die
Proben durch ihre spezifische Absorption im Infrarotbereich zu charakterisieren (57).

The principle

IR Bictyper is a Fourier-
Transform-Infrared (FT-IR)
- Spectroscopy system
analysing the vibrations of
carbohydrate constituents
present in many molecules
such as glycoproteins.
This FT-IR spectrum is

like a fingerprint allowing
the identification of
microorganisms on the
subspecies level as for
example of Streptococcus
pneumoniae serotypes.

The IR Biotyper analyses IR spectra in the wavalength range as indicated by the
colored spectrum area. Spectra are then analysed further for specific subspecies
characteristics.

Abbildung  5: Darstellung  eines  Infrarot  Fingerabdrucks  einer  Probe des  IR-Biotypers
(Bruker, Broschiire des IR-Biotypers 2018, Verfiigbar unter: htips://www.bruker.com/fileadmin/user_upload/8-
PDF-Docs/Separations_MassSpectrometry/Literature/Brochures/1852688_IR_Biotyoer 05-2017_ebook.pdf
Stand 17.06.2018 11:20 Uhr).
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Die Hersteller geben an, dass der IR-Biotyper sowohl alleine fir die
Infektionskontrolle und Routinediagnostik, als auch in Kombination mit dem MALDI-
TOF zur parallelen Bestimmung der mikrobiologischen Spezies verwendet werden
kann (57).

Auf jeder Biotyper-Messplatte liegen dabei insgesamt 96 Messpunkte, von denen
vier fir die Standards und einer fir den Referenzwert vorbehalten sind. Bei
mindestens drei Messpunkten je Isolat ist somit die Messung von bis zu 30
verschiedenen Proben gleichzeitig mdglich. Es kbénnen aber auch andere
Kombinationen, wie zum Beispiel 18 Proben mit jeweils finf Messpunkten, erstellt

werden.
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Abbildung 6: Arbeitsschritte einer Messung mit dem IR-Biotyper.

(Bruker, Broschiire des IR-Biotypers 2018, Verfiigbar unter: https://www.bruker.com/fileadmin/user_upload/8-
PDF-Docs/Separations_MassSpectrometry/Literature/Brochures/1852688_IR_Biotyoer 05-2017_ebook.pdf
Stand 17.06.2018 11:20 Uhr).

Die einzelnen Schritte jeder Messung sind in Abbildung 6 grob dargestellt. Zuerst
wird eine Kultur des zu messenden Mikroorganismus bendétigt. Hierzu wird eine
Einzelkolonie auf einer Agarplatte ausgestrichen und Uber Nacht in einem
Brutschrank kultiviert. Die geerntete Biomasse wird anschlieBend in einem kleinen
GefaB mit Alkohol und Wasser gemischt und auf die Messplatte getrdufelt. Die
Ergebnisse der Messung kénnen nach Beendigung des Messvorgangs direkt an der
Maschine ausgewertet werden. Auf die einzelnen Arbeitsschritte wird in den
folgenden Kapiteln nochmals genauer eingegangen.
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Abbildung 7: IR-Biotyper-Kit.

Um den Prozess zu beschleunigen und zu standardisieren hat Bruker das in
Abbildung 7 gezeigte IR-Biotyper-Kit entwickelt. In ihm befinden sich Behalter fir 50
Proben, die mit drei kleinen Metallstdbchen geflllten Eppendorf Cups &hneln.
AuBerdem enthalten sie genug Teststandards (IRTS1 und IRTS2) zur Durchflihrung
von funf Messungen (58).

Abbildung 8: OVP-Test Platte fiir den IR-Biotyper.

Um eine gleichbleibend hohe Qualitat zu erhalten ist es zusétzlich erforderlich jede
Woche mittels des Programms OPUS einen OVP-Test durchzufiihren. Hierzu gibt es
eine eigene Testplatte, mit deren Hilfe der Biotyper selbststandig und innerhalb von
wenigen Minuten die richtige Positionierung der Platte und seines Lasers erkennen
kann. Die Platte ist in Abbildung 8 dargestellt.
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2.3.2 Anzucht der Proben

Bevor die Proben angezichtet werden konnten, mussten sie aus dem Gefrierschrank
(-80°C) aufgetaut werden. Hierzu wurden die Isolate der Stammsammlung direkt
nach der Entnahme fir den Transport in einen Kihlbehélter gegeben, um die Proben

in einem guten Zustand fur weitere Versuche zu bewahren.

Die auf Plastikkligelchen eingefrorenen Bakterien wurden mittels einer Pipette
(Gilson Pipetman) in der Mitte aufgespie3t und auf einem Columbia-Frischblut-Agar
ausgestrichen. Die Blut-Agarplatten wurden anschlieBend tber Nacht bei 35°C in
einen Brutschrank gegeben. Am nachsten Morgen wurde von jeder Platte mittels
einer 10 pl Impfschlinge von Sarstedt eine einzelne Bakterienkolonie abgeldst und

auf einer Muller-Hinton-1l-Agarplatte dreifach ausgestrichen.

In diesem Schritt wurde far alle Proben der Muller-Hinton-1I-Agar verwendet. Der
Validierung war ein Versuch vorausgegangen, bei dem, auf der Suche nach dem
optimalen Nahrmedium, Vollblut-, Miller-Hinton-1l- und Herz-Hirn-Agar getestet und
miteinander verglichen wurden. Der genaue Ablauf dieses Versuchs ist in Kapitel
2.3.5 dargestellt.

Nach dem Beimpfen der Muller-Hinton-II-Agar wurden diese fir exakt 24 Stunden

erneut bei 35°C in einem Brutschrank inkubiert.

2.3.3 Messung

Vor dem eigentlichen Messvorgang mussten die Teststandards (IRTS1 und 2)
hergestellt werden. Hierzu wurden die in separaten Plastikcups gelieferten Standards
verdinnt und aufgeldst. Zuerst wurde durch Zentrifugation sichergestellt, dass sich
alle Teile des IRTS auf dem Grund des GefaBes befanden. Nach der Zugabe von
90ul destilliertem Wasser erfolgte anschlieBend die Vermischung mittels eines
Vortexers. Nach einer Ruhezeit von etwa zehn Minuten und der vollstédndigen
Auflésung des Standards im Wasser wurden 90ul Ethanol hinzugegeben. Es hat sich
gezeigt, dass es zielfihrend war, vor der Verwendung der Teststandards die Cups
erneut fir mehrere Sekunden durchzumischen, um ein Verklumpen zu vermeiden
(59).
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Bei der eigentlichen Messung wurden die von Bruker im Biotyper-Kit mitgelieferten
Cups erst beschriftet und anschlieBend in eine Halterung gestellt. Mittels eines
Gilson Pipetman wurden dann jeweils 50ul eines 70 prozentigen Ethanols in jedes
GefaB gegeben. AnschlieBend wurde mit Hilfe einer 1pl Impfdse eine gehaufte Ose
voll Vancomycin-resistenter Enterokokken von dem seit 24 Stunden bebriteten
Nahrmedium abgelést und eingerthrt. Wichtig war hierbei, dass méglichst kein Agar
mit Obertragen wurde (59).

AnschlieBend erfolgte ein Mischen der Losung fir etwa zehn Sekunden, wobei der
Alkohol durch Abtétung der Bakterien deren Metabolismus stoppte (59). Nachdem
mit allen Proben auf diese Weise verfahren worden war, erfolgte die Zugabe von
50ul destilliertem Wasser und ein erneutes Durchmischen der Bakterien.

Nach der Herstellung dieser Suspension wurden von jeder Probe mindestens drei
Mal je 15ul pro Testfeld auf die Messplatte aufgetragen. Hierbei kam die Research
pro Pipette von Eppendorf zum Einsatz, die eine genauere und gleichmaBigere
Dosierung als von Hand erlaubt.

Als letztes wurden jeweils 12pl der Teststandards auf die flr sie reservierten Platze
aufgetragen, bevor die gesamte Platte fur eine halbe Stunde zum Trocknen in einen
Brutschrank gegeben wurde. Hierbei war es wichtig, dass alle Proben vor dem
Messvorgang zwar getrocknet, aber nicht zu lange der warmen Umgebung
ausgesetzt waren, da dies zu einem Abbrdckeln und somit zu einer Verschlechterung
des Messergebnisses fuhren konnte. Vor dem Start der Messung erfolgte die
Zuweisung der Probennummern fir die einzelnen Messplatze. Bei guter Vorarbeit
und mithilfe der Option ganze Excel-Listen auf einmal importieren zu kénnen, nahm

dieser Schritt angenehm wenig Zeit in Anspruch.

Die eigentliche Messung dauerte nach dem Einfihren der Platte in den IR-Biotyper
nur etwa eineinhalb Stunden, diese Zeit konnte sich aber bei einer groBen Anzahl an

nicht messbaren Proben auch verlangern.
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2.3.4 Auswertung der Daten

Bereits nach wenigen Minuten lag das Ergebnis des Selbsttests vor, den der IR-
Biotyper mithilfe der Standards vor jeder Messung durchfihrte. Da bei einem
negativen Ergebnis dieses Tests der gesamte Messvorgang abgebrochen wurde,
war es von Vorteil die Zeit bis zur Beendigung abzuwarten und falls nétig die

Standards erneut aufzutragen um den Messvorgang zu wiederholen.

Nach dem Abschluss der Messung konnte mit Hilfe des Biotyper-Menuls, das in
Abbildung 9  dargestellt  ist, der Messerfolg  kontrolliert  werden.
In dieser Abbildung sind alle Proben, die der Biotyper erfolgreich messen konnte,
grin und alle fehlerhaften Proben rot markiert. In der weiterfhrenden Auswertung
wurden die fehlerhaften Proben automatisch von der Software ausgeblendet.

@@QOOO@@@@@@
@D D

EMPTY
BACKGROUND

PREPARED ISCLATE

@ =
@ s

) IN PROGRESS
) ouary TesT pPassED
| ) QUALITY TEST FAILED

@@@O.@@@@@@ (6 (@ DONE MATCHED (QT PASSED)
HI@@-@ O @ @ @ @ (D @ @'\@ @ F2160, NOT MATCHED (QT FAILED)

Abbildung 9: Darstellung der gemessenen Proben (Aus dem IR-Biotyper Programm von Bruker).

Das Misslingen der Messung von einzelnen Proben konnte sowohl an zu wenig oder
zu viel Absorption, abhangig von der eingeriGhrten Menge an Mikroorganismen,
liegen. Um die richtige Menge an Probenmaterial abschatzen zu kénnen, ging dieser
Dissertation eine zweiwéchige Einarbeitungsphase voraus.

Am Anfang jeder Auswertung der gemessenen Proben stand dabei die Auswahl der
verschiedenen Analyseverfahren des Biotypers, wie etwa des Euclidean-average-
linkage. Die Verwandtschaftsanalysen der damit ausgewerteten Daten konnte dann
anschlieBend mittels zweier verschiedener Grafiken betrachtet werden, der

Entfernungsmatrix und dem Dendrogramm.
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Die Entfernungsmatrix gab die Verwandtschaft der Proben untereinander an, hierbei
wurde jede Probe sowohl mit jeder anderen Probe als auch mit sich selbst
verglichen.

Linkage: AVERAGE Metric: CORRELATION Optimal Cut-Off: 0.007225 Cluster Quality Criterion: isolatelD

E

Q
Cluster Id isolatelD Spectrum Name g
Cluster_28 1045 180606-1422-...
180606-1422-...

180606-1422-...

180606-1422-...

1 180606-1227-...
180605-1253-...

180612-1750-...

180612-1513-...
Cluster_24 1168 180606-1422-...
180606-1422-...

180606-1422-...

180606-1422-...

Cluster_25 1162 180606-1227-...
180606-1227-..
180606-1227-...

| 180805-1253-...

0.00 & 000 000 000 001 001 001 001 001

Abbildung 10: Entfernungsmatrix (Aus dem IR-Biotyper Auswertungsprogramm).

Je hoher die Zahl in den kleinen blaulichen oder rétlichen Késtchen in Abbildung 10
ist, desto gr6Ber ist der Unterschied zwischen den beiden verglichenen Isolaten. Fur
eng miteinander verwandte Proben erfolgte dabei die Einordnung in gleiche Cluster.
Die Einstellung des optimalen Cut-Off-Werts fir diese Einteilung erfolgte
selbststandig durch den IR-Biotyper. Hierfir verwendet das Programm von Bruker
den Simpson-diversity-index und den fir jeden Bakterienstamm spezifischen Wert
der mittleren Koharenz, die miteinander verrechnet wurden (60).

Der Cut-Off-Wert konnte zum besseren Vergleich von verschiedenen Projekten aber
auch von Hand eingestellt werden. Hierbei sollte darauf geachtet werden, dass nur
bei der Einstellung Euclidean-average-linkage die Cut-Off-Werte zwischen
verschiedenen Projekten vergleichbar waren, da bei allen anderen Methoden sich die
Skalierung der X-Achse je nach Qualitat und Anzahl der Proben veranderte.
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Eine weitere Auswertungsmaoglichkeit bot das Dendrogramm. Hierbei wurde genau
wie in der Entfernungsmatrix in den Spalten die Clusterpurity und die Label
Coherence angezeigt.

Die Clusterpurity gab an, ob sich in einem Cluster mehrere verschiedene Proben
befanden. Gelbe oder rote Farbe deutete also nicht auf einen Fehler hin, sondern
zeigte, dass in einem Cluster mehrere Proben enthalten waren, die alle eingestellten
Voraussetzungen erfullten, um als &hnlich oder miteinander verwandt eingestuft zu
werden.

Die Label Coherence zeigte an, ob alle Messpunkte einer Probe in den selben
Cluster eingeordnet wurden und half somit bei der Erkennung und Beseitigung von
Messfehlern.

Spectrum Name mwcum Cluster id isolstelD

— 000

180521-1607-...
180531-1607-...
180521-1607-...

180531-1426-...
1806812-1513-... Cluster_35
180812-1750-...
180605-1253-...
180806-1227-...
180608-1422-...
180606-1422-...
180606-1422-...
180606-1422-...
180812-1513-...
180612-1750-...
180521-1607-...
180531-1607-...
180531-1426-...
180531-1426-...
1806812-1513-...
180812-1750-...

Abbildung 11: Dendrogramm (Aus dem IR Biotyper Auswertungsprogramm).

Das Dendrogramm in Abbildung 11 kann &hnlich einem Stammbaum gelesen
werden. Je friher sich die Linien trennen und je weiter zwei Proben auseinander
liegen, desto weniger ahneln sie sich. Proben, die sich dagegen gemal dem
eingestellten Cut-Off-Wert sehr stark dhneln, finden sich im gleichen Cluster wieder.
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Bei allen Proben, die fir diese Dissertation gemessen und ausgewertet wurden,
erfolgte die Messung auf zwei verschiedenen Platten mit jeweils drei Messpunkten je
Probe. Dabei mussten mindestens vier der sechs Messungen je Probe erfolgreich
gewesen sein. War dies nicht der Fall, wurden die Proben am Ende der gesamten

experimentellen Arbeit erneut angezichtet und gemessen.

Als Cut-Off-Wert wurde bei der Auswertung und Suche nach den Beziehungen der
Isolate zueinander der von Bruker flir Enterokokken empfohlene Cut-Off-Bereich von
0,15 - 0,2 fir den Euclidean-average-linkage verwendet.

Die folgende Tabelle wurde freundlicherweise durch Herrn Mauder von Bruker
Daltonic fir diese Doktorarbeit zur Verfigung gestellt. In ihr sind die optimalen Cut-
Off-Werte fir verschiedene haufig vorkommende Bakterien und Pilze aufgefihrt. Die
Tabelle hat selbstverstandlich keinen Anspruch auf Vollstandigkeit. Mit dem IR-
Biotyper kdnnen auch viele hier nicht erfasste Mikroorganismen analysiert werden.
In der Tabelle befinden sich auch die von Bruker vorgeschlagenen
Inkubationsprotokolle,  Praparationsanweisungen,  Akquisitionsmethoden und
mogliche Auswertungsprogramme. Unter Discriminates ist zudem aufgeflhrt,
inwieweit die Organismen untereinander differenziert werden kénnen. Enterokokken
des Typs E. faecium kénnen zum Beispiel bis auf die Serotyp Ebene (Variationen
innerhalb von Subspezies von Bakterien oder Viren) unterschieden werden.

Tabelle 1: Inkubationsprotokolle und optimale Cut-Off-Werte fiir den IR-Biotyper.

Incubation / Cultivation | Data
Exploration Optimal
Species Mediu | Tim | Temp | Atmosphe | Preparatio | Acquisiti | Metric | Lin | Cut-Off- Discriminates
m e § re n on ge Value
Bacteria |
Acinetobacter COL-SB | 24h | 37°C aerobe suUspension default Euclidea | averag | 0.40-0.48 strains
baumannii vials n e
Enterococcus faecium COLSE | 24h | 37°C aerobe susp_eTsion default Euclidea | averag | 0.15-0.20! strai{ns; I‘|-'1LST
vials n e eve
Escherichia / Shigella COL-SE | 24h | 37°C aerobe Suspension default Euclidea | averag | 0.15-0.18 strains
s50p. vials n e
Klebsiella pneumoniae COLSB | 24h | 37°C aerobe suspension default Euclidea | averag | 0.30-0.40 strains
vials n [
Pseudomonas COL-SE | 24h | 37°C aerobe suspension default Euclidea | averag | 0.20-0.25 strains
aeruginosa vials n e
Staphylococcus aureus TSA 24h | 37°C aerobe suspgTsion default | Euclidea | averag | 0.17-0.20 strai{ns; I'|-'1LST
vials | n e eve
Strepfococcus COLSE | 24h | 37°C CO; smear + UV default ‘ Euclidea | averag | 0.20-0.25 serotypes
pneumoniae n e
Yeasts
Saccharomyces SAB 24h | 30°C aerobe SUSpension default | Euclidea ‘ averag | 0.20-0.25 strains
ceravisiae vials n e
Malassezia furfur mDIX | 24h | 30 °C aerobe suspension default no reliable results!
vials
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Fir die Clustereinteilung aller Proben wurden deren Messpunkte zuerst auf
Labelkoherenz geprift. Bei einer zu starken Zersplitterung kam es zu einer erneuten
Messung der Isolate. AnschlieBend erfolgte die Auswertung fir die Clusteranalyse
bei einem Cut-Off-Wert von 0,166. Daflr wurden gleichzeitig von allen gemessenen
Proben jeweils zwei nicht gesplitterte Messwerte, wenn mdglich aus verschiedenen
Messungen, ausgewahlt. Wenn die Einordnung einer Probe nicht eindeutig war,
wurden alle verfigbaren Messwerte flr diese Probe zusatzlich hinzugeflgt.

Es war nicht méglich fur die Einteilung in die Cluster mehr als zwei Messpunkte zu
verwenden, da in der mitgelieferten Software nur etwa 700 Messpunkte gleichzeitig
analysiert werden konnten. Zudem verfligte die Version 1.5, mit der in dieser Studie
gearbeitet wurde, noch nicht Uber eine Exportfunktion. Die Cluster dieser

Gesamtanalyse wurden nach der jeweils ersten Probe benannt.

2.3.5 Agar Test

Nach einer Einarbeitungsphase von zwei Wochen und noch vor den eigentlichen
Versuchen wurde getestet, mit welchem Agar der IR-Biotyper die besten Ergebnisse
for die Typisierung von Enterokokken lieferte. Untersucht wurden hierfir Columbia-
Frischblut-Agar, Miiller-Hinton-1l- sowie Herz-Hirn-Agar. Die genauen Spezifikationen

werden unter 2.5 aufgelistet.

Far die Gewinnung von Einzelklonen wurde in der gesamten Arbeit der Columbia-
Frischblut-Agar verwendet. Die Agar Tests bezogen sich ausschlieBlich auf den
Néahrboden, von dem die Biomasse flr die direkte IR-Biotyper Messung stammte.

Fir den Versuch wurden hierfir elf Proben auf den verschiedenen Agars
angezlchtet und anschlieBend 64 Mal gemessen. AbschlieBend erfolgte ein
Vergleich der Ergebnisse. Bei diesem wurde sowohl die Anzahl nicht messbarer als
auch die Zahl falsch einsortierter Messpunkte betrachtet. Besonderes Augenmerk lag
dabei auf dem Auswertungsfehler, da dieser direkt mit der Messgenauigkeit
zusammenhing.

Zusétzlich flossen auch die subjektiven Erfahrungen, die bei der Anzucht und
Handhabung der Nahrmedien sowie dem Abl6sen der Bakterien gemacht wurden in

das Ergebnis der Untersuchung mit ein.
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Dieser Versuch, sowie die Validierung und der Versuch der Kostenreduktion wurden
in Zusammenarbeit mit Herrn Riffner, einem weiteren Doktoranten des Instituts flir

klinische Mikrobiologie und Hygiene, durchgeflhrt.

2.3.6 Validierung

Ein wichtiger Teil der Arbeit umfasste die Validierung und den Vergleich der IR-
Biotyper-Ergebnisse mit anderen seit langem etablierten Typisierungsmethoden. Fir
die Validierung wurden 30 Proben durch das Institut fur klinische Mikrobiologie und
Hygiene zur Verfligung gestellt, deren MLST-Typ, Pulsfeldgelelektrophorese-Cluster

und Whole-Genom-Sequenz bereits bekannt waren.

Die Proben wurden in zehn Validierungsmessungen Uber zwei Wochen insgesamt
900 Mal gemessen und auf die Anzahl an abgebrochenen Messungen und in falsche
Cluster einsortierte Messpunkte hin untersucht. Auf diese Weise wurde die
Wahrscheinlichkeit der Einsortierung eines Messpunktes in einen falschen Cluster

und somit die Messgenauigkeit und Reproduzierbarkeit ermittelt.

2.3.7 Kostenreduktion

In Zusammenarbeit mit Herrn Rffner wurde ein Versuch durchgefiihrt, durch den die
laufenden Kosten fir das Messverfahren minimiert werden sollten. Hierbei war das
Ziel, die Messungen ohne die von Bruker verkauften IR-Biotyper-Kits durchflihren zu
kénnen.

Die Teststandards wurden hierfar mittels MALDI-TOF vom Institut far klinische
Mikrobiologie und Hygiene des Universitatsklinikums Regensburg auf ihre
Bestandteile analysiert. Bei den Bakterien, die in den Teststandards enthalten waren,
handelte es sich um gewdhnliche Escherichia coli und Enterobacter cloacae. Diese
wurden genau wie alle anderen Isolate angeziichtet und fir die Messung vorbereitet.
Um herauszufinden, ob sich bei der Anzahl der nichtmessbaren Proben oder bei der
Messgenauigkeit eine Verschlechterung einstellte, wurden die 30 bereits in der
Validierung verwendeten Proben diesmal nicht mit den Biotyper-Kits, sondern mit
autoklavierten Eppendorf Cups und den selbst hergestellten Teststandards
gemessen und ausgewertet. Das Ergebnis wurde anschlieBend mit dem der
Validierung verglichen. Die Prioritdt lag hierbei auf dem Vergleich der

Messgenauigkeit.
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2.4 Vergleich des Biotypers mit anderen Typisierungsverfahren

Um die Gemeinsamkeiten, aber auch die Unterschiede des IR-Biotypers gegeniber
anderen in der Mikrobiologie oft benutzten Typisierungsverfahren zu untersuchen,
wurden die 30 Proben der Validierung verwendet. Die Clustereinteilung dieser
Proben durch den IR-Biotyper wurde dafir mit den Ergebnissen der
Pulsfeldgelelektrophorese, MLST-Typisierung und Whole-Genome-Sequencing
verglichen.

2.4.1 MLST-Typisierung

Das Multilocus-Sequence-Typing, kurz MLST, ist ein Verfahren, bei dem sechs bis
acht interne Haushaltsgene, auch Housekeeping-Gene genannt, mit jeweils etwa 500
Basenpaaren Lange sequenziert und verglichen werden.

Die Housekeeping-Gene zeichnen sich dadurch aus, dass sie fir den Organismus
essenziell und selektionsneutral sind und somit nur einer geringen Anderung im
Laufe der Zeit unterliegen.

Fir jedes Gen werden den unterschiedlichen Allelen fortlaufende Nummern
zugeordnet. Der nummerische Sequenztyp (ST) setzt sich dann aus der Kombination
der sechs bis acht Allele zusammen und kann mittels Internet-Datenbank
(http//www.mlst.net) weltweit verglichen werden (44, 61).

Neben den 30 Proben, die mit allen Messverfahren verglichen wurden, erfolgte die
DNA-Isolierung mittels PCR auch fir alle Isolate von Patienten, die im
Studienzeitraum einen Aufenthalt auf der Station 20 oder 21 des
Universitatsklinikums vorzuweisen hatten.

Die Auswertung erfolgte durch Eingabe in die Internet-Datenbank.

2.4.2 Pulsfeldgelelekirophorese

Die Pulsfeldgelelekirophorese ist ein Verfahren, bei dem die DNA-Fragmente von
Bakterien durch wechselnde elektrische Spannungen nach ihrer molekularen Masse
und Gestalt aufgetrennt werden kénnen.

Hierzu werden die Erreger nach dem Kultivieren mit verschiedenen enzymatischen
Reaktionen so lange aufgeschlossen, bis nur noch die reine chromosomale DNA
vorliegt.
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Die DNA wird im Anschluss mittels Restriktionsenzymen in kleinere Stiicke
geschnitten und mit Hilfe von elektrischen Feldern in einem Agarosegel nach Gré3e
getrennt.

Die entstehenden Bandenmuster (ca. 10-15 Banden pro Probe werden angestrebt)
kénnen anschlieBend miteinander verglichen werden. Bei kleineren Ausbriichen hat
sich hier die vereinfachte Auswertung nach Tenover et al. etabliert (62). Bei dieser
werden Proben, die sich in hdchstens drei Banden unterscheiden, als nahe
miteinander verwandt eingestuft. Bei vier bis sechs unterschiedlichen Banden wird
nur noch von einer moglichen Verwandtschaft gesprochen und bei mehr als sechs

wird das untersuchte Isolat nicht mehr als Teil des Ausbruch-Stammes gewertet (44).

2.4.3 Whole-Genome-Sequenzing

Bei dem Whole-Genome-Sequenzing handelt es sich um ein Verfahren, flr das es
eine Vielzahl verschiedener Plattformen gibt, die aber alle zum Ziel haben, das
gesamte Genom in kleinere reads zu spalten, zu sequenzieren und wieder
zusammenzusetzen. Die Ergebnisse kdnnen dann entweder fir sich genommen

betrachtet oder mit bestehenden Referenzquellen verglichen werden (45).
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2.5 Herstellung der Nahrmedien

Die Columbia-Vollblut-Agarplatten wurden Uber die Firma Oxid bezogen.

Die Herstellung der tbrigen Nahrmedien erfolgte durch die Nahrbodenkiche des

Instituts fur klinische Mikrobiologie und Hygiene der Universitat Regensburg.

Alle Agarplatten wurden in nicht verwendetem Zustand in einem Kihlraum héchstens
sechs Wochen gelagert.

2.5.1 Columbia-Frischblut-Agar

Zur Gewinnung dieses Agars wurden 39g der Columbia-Blut-Agar-Basis in einem
Liter destillierten Wassers durch Kochen geldst. AnschlieBend wurde das Gemisch
fir 15 Minuten bei 121°C autoklaviert. Im letzten Schritt wurde nach dem AbkuUhlen
der Lésung auf 50°C funf Prozent steriles und defibriniertes Blut hinzugegeben (63).

2.5.2 Muller-Hinton-lI-Agar

Zur Herstellung dieses Nahrmediums wurden von der Nahrbodenklche 38g Muller-
Hinton-1I-Agar von BIOMERIEUX (51075) in einen Liter destilliertes Wasser gegeben
und mit einem Magnetrihrer suspendiert.

Nach dem 15-minttigen Autoklavieren bei 116°C wurden je 25ml der Flissigkeit Gber
eine Abfiillanlage in Petrischalen abgefiillt. AbschlieBend erfolgte eine Uberpriifung
des ph-Werts (Sollwert 7,3 + 0,2).

2.5.3 Herz-Hirn-Agar

Far die Herstellung des Herz-Hirn-Agar wurden 37g Herz-Hirn-Bouillon von MERCK
(10493) mit 15g Agar-Agar ebenfalls von der Firma MERCK (1614) in einem Liter
Wasser mittels eines Magnetrihrers vermischt. Der pH-Wert wurde auf 7,4 + 0,2
eingestellt. AnschlieBend wurde das Gemisch elf Minuten bei 120°C autoklaviert und
uber eine Abflllanlage je 16ml in Petrischalen gegossen.
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2.6 Statistik

Far alle Patienten die im Zeitraum vom 01.04.2017 bis zum 31.03.2018 VRE-positiv
waren, wurde aus dem SAP-System der Uniklinik Regensburg eine Auflistung aller
stationaren und teilstationdren Aufenthalte erstellt. Erfasst wurden dabei alle
Verlegungsdaten ausgehend vom 01.01.2016 bis zum Stichtag 10.06.2018.
Zusatzlich wurde zu jedem Patienten die Labornummer des ersten positiven VRE
Befundes und die Studiennummer angefliigt. Aus dem Laborblatt des VRE-
Erstnachweises kamen die Abnahmeklinik, die Station, das Abnahmedatum und
auch der Ort der Probenentnahme hinzu.

Mithilfe der Verlegungsberichte erhielt jeder Patient zudem fur jeden Aufenthalt auf
einer Station eine Zeile mit Informationen zum Aufnahme- und Entlassungsdatum.
Aus den eingetragenen Werten wurden damit die VRE-Tage, Félle und Patienten pro
Station und Cluster berechnet. AuBerdem dienten sie fur die Anfertigung einer
taggenauen Belegungsgrafik, in der Zeiten ab dem ersten positiven VRE-Befund des
Patienten farblich hervorgehoben wurden. Durch die von der Klinikverwaltung zur
Verfigung gestellten Daten war es zudem moglich, die durchschnittliche
Inzidenzdichte und tagliche VRE-Last auf den Stationen zu berechnen.

Von allen 272 Patienten, die im Untersuchungszeitraum einen positiven VRE-Befund
zu verzeichnen hatten, wurden auch die entsprechende Labornummer, Geschlecht,
Alter, Probenanzahl, PCR-Befund, Spezies und Biotyper-Cluster erfasst. Zusatzlich
wurde festgehalten, ob die erste VRE-positive Probe eines Patienten als nosokomial,
mitgebracht oder durch ein Eingangsscreening detektiert bewertet wurde. Als
Definition fir nosokomiale Félle galt, dass Patienten bei einem positiven VRE-Befund
bereits mindestens 72 Stunden vor Probenabnahme stationdr im Krankenhaus liegen
mussten. Fur 2018 wurde die neue Regelung des Robert Koch-Instituts (RKI)
Ubernommen und bereits ab 48 Stunden in stationdrer Behandlung ein positiver
Befund als nosokomial eingestuft (64, 65). An dieser Stelle ist es wichtig
anzumerken, dass es sich trotz dieser Definition bei den als nosokomial
klassifizierten Féallen nicht zwingend um eine Ubertragung innerhalb des
Krankenhauses handeln muss. Auf den meisten Stationen des UKR erfolgte kein
VRE-Eingangsscreening. Es ist somit méglich, dass bei mehreren der als nosokomial
eingestuften Falle die Ubertragung vor diesem Aufenthalt oder im h&uslichen Umfeld,
die Detektion allerding erst im Laufe des stationdren Aufenthalts erfolgte.
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3 Ergebnisse

3.1 Beschreibung des Patientenkollektivs

Insgesamt wurden in dem zu erfassenden Zeitraum 708 Proben von 384 VRE-
positiven Patienten eingeschicki.

Davon stammten 194 (26,9%) Proben und 108 (28,1%) Patienten nicht aus dem
Universitatsklinikum Regensburg (UKR) und wurden somit nicht far die Arbeit
verwendet. Aus dem UKR wurden 527 (73,1%) Proben von 276 (71,9%) Patienten

eingesendet und weiter ausgewertet.

Tabelle 2: Anzahl an VRE-positiven Proben und Patienten abhédngig von den einsendenden Kliniken.

VRE-POSITIV PROBEN PATIENETEN
UNIKLINIK REGENSBURG 527 (73,1%) 276
ST. JOSEF 136 (18,9%) 64
MEDBO 23 (0,3%) 18
BARMHERZIGE BRUDER 14 (1,9%) 8
KLINIKUM LANDSHUT 7 (1,0%) 7
KHS DONAUSTAUF 6 (0,8%) 5
ASKLEPIOS 4 (0,6%) 3
KHS BOGEN 3 (0,4%) 2
KHS WORTH 1(0,1%) 1
INSGESAMT 721 (100%) 384

Anmerkungen zu den Kliniken:

Das St. Josefs Krankenhaus, das Krankenhaus Barmherzige Briider und die medizinischen Einrichtungen des
Bezirks Oberpfalz (medbo) befinden sich alle in Regensburg.

Bei dem einsendenden Asklepios Klinikum handelt es sich um eine Orthopadische Fachklinik in Bad Abbach.
Die Abkirzung KHS steht in dieser Tabelle fiir Krankenhaus.
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Tabelle 3: Qualitdt der durch das UKR eingesendeten Proben.

UKR PROBEN PATIENTEN
INSGESAMT 527 276
VANCOMYCIN SENSIBEL 8 4
KEIN E. FAECIUM 10 5
MIX VERSCHIEDENER E. 1 1
NICHT ANZUCHTBAR 18 12
VERWENDET 483 254

Anmerkungen: E. steht fiir Enterococcus

Von den 527 Vancomycin-positiven Proben des UKRs lieferten 18 auch nach
mehrmaligem Anziichten und Messen keine PCR Ergebnisse. Aus diesem Grund
erfolgte keine Konservierung der Proben in einem Gefrierschrank, womit eine
Messung durch den IR-Biotyper ebenfalls nicht mehr mdglich war. Acht Proben
erwiesen sich bei genauerer Uberpriifung als Vancomycin-sensibel und bei zehn
handelte es sich zwar um Vancomycin-resistente Enterokokken, diese gehdrten aber
nicht dem Subtyp E. faecium an. Eine weitere Probe enthielt einen nicht genau zu
unterscheidenden Mix verschiedener Enterokokken.

Da nur das Erstisolat in die Arbeit aufgenommen werden sollte, wurden alle Proben
den 276 Patienten zugeordnet. Insgesamt erflillten 254 Proben alle Auswahlkriterien
und wurden mittels IR-Biotyper analysiert.

Um eine Verfélschung der statistischen Daten zu verhindern, wurden unabhangig
vom Ergebnis der Typisierung mit dem Biotyper alle Daten der Erstisolate in dem
untersuchten Zeitraum fir die Berechnung der Statistik erfasst. Von vier Patienten
mit insgesamt sieben Proben fehlen allerdings die Daten in der Statistik, da zwar alle
Auswabhlkriterien erfullt wurden und somit auch eine Typisierung mit dem IR-Biotyper
erfolgte, aber im Untersuchungszeitraum keine stationaren Aufenthalte vorlagen.
Eine Liste mit allen eingeschlossenen Patienten ist im Anlage A zu finden.

23 der in die Arbeit eingeschlossenen Patienten wurden bereits vor dem 01.04.2017
im Universitatsklinikum positiv auf VRE getestet. Aus diesem Grund erfolgte die
Messung dieser Proben durch einen Doktoranden, der die VRE-Félle des Vorjahres

untersuchte.
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Das Durchschnittsalter der in die Studie eingeschlossenen Patienten (n=272) lag bei
62,75 (SD 14,8) Jahren, wobei der jingste Patient acht Monate und der alteste 88
Jahre alt war. Die Daten bezlglich des Alters waren, wie in Abbildung 12 dargestellt,

annahernd normalverteilt.
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Abbildung 12: Darstellung der Altersverteilung.

Das gesamte Patientenkollektiv bestand dabei aus 179 (65,81%) Mannern und 93
(34,19%) Frauen.
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Abbildung 13: Geschlechterverteilung in Prozent des Patientenkollektivs.
M steht fiir mdnnlich, W fiir weiblich.
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Diese 272 in der Statistik vertretenen Patienten wiesen 520 VRE-Isolate auf. Die
Anzahl je Patienten reichte dabei von einer einzigen bis zu elf VRE-positiven Proben.
In Abbildung 14 ist die Menge an Patienten abhangig von der Anzahl abgenommener
Proben dargestellt. Der Durchschnitt an positiven Proben lag bei 1,9 je Patient mit
einer Standard Abweichung von 1,6.
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Abbildung 14: Haufigkeit der Patienten abhéngig von der VRE-positiven Probenanazabhl.

o

48



Ergebnisse

Tabelle 4: Anzahl der Erstisolate je Monat.

Zeitraum Probenanzahl Zeitraum Probenanzahl
Vorbekannt 19 Sep 17 21
Mrz 17 5 Okt 17 25
Apr 17 16 Nov 17 38
Mai 17 15 Dez 17 32
Jun 17 15 Jan 18 17
Jul 17 6 Feb 18 21
Aug 17 12 Mrz 18 30

Bei 19 (7%) der positiv auf VRE getesteten Patienten stammte das Erstisolat aus
dem Zeitraum vor dem Studienbeginn. Alle Patienten, die diese Besonderheit
aufwiesen, verfigten aber auch Uber positive Testungen innerhalb des
Untersuchungszeitraum, die flr den Einschluss in die Studie ausreichend waren. In
Tabelle 4 wurden alle Erstnachweise des Instituts fur Mikrobiologie und Hygiene den
Monaten ihrer Probenabnahme zugeordnet. Hierbei wurde nicht nach der Herkunft
der lIsolate (Screening, nosokomial oder mitgebracht) unterschieden. Die Daten
dienen somit nur als epidemiologischer Kontext fir das Jahr 2017/2018. Die héchste
Anzahl gab es dabei im November 2017 mit 38 (14%) Erstisolaten innerhalb eines
Monats. Abbildung 15 verdeutlicht diesen Anstieg der Anzahl an Erstisolaten

wahrend des Untersuchungszeitraums, mit einer Spitze im Winter 2017.
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Abbildung 15: Anzahl erstmals positiv auf VRE getestete Patienten.
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Abbildung 16: Abnahmeorte der Erstisolate.
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M Ergebnis

Die Proben (n=272) der mit VRE-kolonisierten Patienten stammten von insgesamt 16

verschiedenen Abnahmeorten. Da Enterokokken ein Bestandteil der natirlichen

Darmflora sind, Uberraschte es nicht, dass die meisten Proben von Perianal-

/Rektalabstrichen (63,6%), gefolgt von Isolaten aus dem Urin (insgesamt 13,6%)

stammten. Auch lIsolate, die von Wundabstrichen und Drainagesekret stammten,

waren mit je 3,68% vergleichsweise haufig.

Tabelle 5: Abnahmeort der ersten positiven Probe.

Materialart Anzahl (n/%)

Abstrich 5 1,84%
Aszites 2 0,74%
Blutkultur 6 2,21%
Bronchialsekret 2 0,74%
Urin (Katheter) 9 3,31%
Drainagesekret 10 3,68%
GallenflUssigkeit 9 3,31%
Gallenpunktat 7 2,57%
GefalRkatheterspitze 2 0,74%
Gewebebiopsie 2 0,74%
Intraoperativer Abstrich 2 0,74%
Mittelstrahlurin 20 7,35%
Peranal-/Rektalabstrich 173 63,60%
Punktat 5 1,84%
Urin 8 2,94%
Wundabstrich 10 3,68%
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Wie unter 2.2.2 beschrieben, wurden alle Erstisolate (n=272) mittels MALDI-TOF auf
ihre genaue Spezies Uberprift. 266 Patienten hatten hierbei einen positiven Befund
auf Enterokokken des Typs E. faecium. Es gab aber auch drei Patienten, die Trager
eines E. gallinarium waren. Bei drei weiteren konnte der genaue Enterokokken-
Spezies nicht genau bestimmt werden.

ERGEBNIS MALDI-TOF

H E. faecium W E. gallinarium B Nicht bestimmbar
1,10%

1,10%

97,79%

Abbildung 17: Ergebnisse des MALDI-TOF.

Die Proben wurden wie unter 2.2.2 beschrieben erstmals durch die Diagnostik und
zu einem spateren Zeitpunkt ein weiteres Mal durch das Institut flr klinische
Mikrobiologie und Hygiene auf ihre van-Gene untersucht. Auch wenn die Ergebnisse
der beiden PCRs vergleichbar ausfielen, gab es bei manchen Proben Unterschiede
in der Einordnung. Bei allen folgenden Untersuchungen wurden stets die Daten des
Institutes flr klinische Mikrobiologie und Hygiene verwendet, da die PCRs der
Diagnostik aus einer Bouillon und nicht aus sauber angezlchteten Einzelkolonien
erfolgten und so durch andere Darmbakterien eine Verunreinigung mdglich war.
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Van-Typisierung im Vergleich
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Abbildung 18: Van-Typisierung im Vergleich.
Von den durch die Hygiene mittels Gelelektrophorese untersuchten Proben waren
116 (42,65%) vanA- und 134 (49,26%) vanB-positiv. 22 (8,9%) Isolate konnten
aufgrund qualitativer Ausschlusskriterien nicht ausgewertet werden.

Die Ergebnisse der Diagnostik unterschieden sich nur wenig, wiesen aber einen
Anteil sowohl vanA- als auch vanB-positiver Isolate auf. Dies konnte aber bei
genauerer Untersuchung durch das Hygienelabor nicht bestatigt werden, so dass
dieser Umstand vermutlich auf eine Verunreinigung mit anderen Darmbakterien

zurlickzuflhren war.
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Tabelle 6: Anzahl an Proben je Cluster.

Cluster Anzahl (n/%) Cluster Anzahl (n/%)
534 7 2,57% 891 2 0,74%
540 42 15,44% 912 2 0,74%
549 11 4,04% 926 1 0,37%
557 1 0,37% 939 1 0,37%
627 2 0,74% 948 103 37,87%
693 1 0,37% 978 1 0,37%
707 2 0,74% 1027 1 0,37%
711 4 1,47% 1036 1 0,37%
715 1 0,37% 1059 9 3,31%
740 1 0,37% 1111 8 2,94%
742 1 0,37% 1186 1 0,37%
753 1 0,37% 487M 2 0,74%
755 3 1,10% 489M 1 0,37%
788 6 2,21% 491M 1 0,37%
791 1 0,37% 518M 13 4,78%
793 5 1,84% L328 3 1,10%
803 3 1,10% L482 2 0,74%
805 1 0,37% L99 1 0,37%
809 1 0,37% X 22 8,09%
854 1 0,37% Zersplittert 1 0,37%
886 1 0,37%

Die Einteilung der VRE-Stamme in die 39 Cluster erfolgte durch den IR-Biotyper,
indem die jeweils ersten VRE-positiven Proben der Patienten gemessen und
ausgewertet wurden.

Von den 272 Patienten konnten 249 einem spezifischen Cluster zugeordnet werden.
22 (8,1%) Proben wurden aus qualitativen Grinden nicht in die Studie
aufgenommen, womit auch keine Clustereinteilung ihrer Patienten méglich war. Eine
weitere Probe (996) konnte auch nach mehrfach wiederholtem Messen nicht
eindeutig einem Cluster zugeordnet werden, da sie sich immer auf verschiedene
Cluster aufspaltete.

Bei der ClustergréBe gab es dabei enorme Unterschiede. 28 Cluster enthielten nur
ein Isolat, dagegen waren die beiden mit Abstand gréBten Cluster 948 mit 103
(37,9%) und Cluster 540 mit 42 (15,4%) Isolaten so grof3, dass mehr als die Halfte
der VRE-Stamme aller VRE-positiven Patienten einem dieser beiden Cluster
angehdrten.
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In Abbildung 19 ist die Zusammensetzung der Cluster aus vanA- und vanB-positiven
Proben dargestellt. Zur besseren Ubersicht wurden Cluster mit nur einem Patienten

ausgeblendet, da sie keine Mischung enthalten konnten.
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Abbildung 19: Zusammensetzung der Cluster aus vanA- oder vanB-positiven Isolaten.
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Abbildung 20: Zusammensetzung der Cluster aus vanA und vanB.
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In den beiden Darstellungen 19 und 20 wird verdeutlicht, dass es in fast allen
Clustern einen préaferierten van-Gen-Typ gab. Nur Cluster 707 teilte sich jeweils zur
Halfte in vanA- und vanB-positive Proben, dies kdnnte aber an der geringen
Patientenzahl von nur zwei liegen.

Das groBte Cluster 948 bestand vor allem aus vanB- (79,4%), das zweitgréBte
Cluster 540 fast ausschlieBlich aus vanA-positiven (92,9%) Isolaten.

Weitere vanA-Cluster waren 534 und 788, die vanB-positiven Enterokokken hauften
sich dagegen in den Clustern 549 und 518M.

Die Cluster wurden auch nach den Abnahmeorten ihrer Proben betrachtet. Dabei
wurden auch hier nur Cluster abgebildet, die aus mehr als einem Patienten
bestanden.

Cluster Zusammensetzung Abnahmeort
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Abbildung 21: Clusterzusammensetzung abhdngig von den Abnahmeorten der Proben.

Eine Gemeinsamkeit der Cluster bestand darin, dass alle Proben Abstriche aus der
Perianalregion aufwiesen. Dies stellte allerdings bei einem im Darm vorkommenden
Bakterium keine allzu groBe Uberraschung dar. 42% der Cluster konnten dariiber
hinaus in Drainagen, 37% im Urin nachgewiesen werden und 32% aller Cluster
hatten mindestens eine Probe, die aus einem Wundabstrich stammte.
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Durchschnittlich waren die Bakterien eines Clusters in drei unterschiedlichen
Materialien zu finden. Das Ergebnis wurde aber von den Enterokokken der beiden
GroBen Cluster 540 und 948 verzerrt, die in acht beziehungsweise neun
unterschiedlichen Abnahmeorten detektiert werden konnten. In Abbildung 22 wurden
die Enterokokken der 21 grdBten Cluster den verschiedenen Abnahmeorten

zugeteilt.

Blutkultur
Biopsie

Abstrich
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Abbildung 22: Clusterverteilung der Abnahmematerialien.
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Bei der Einteilung der Cluster in die verschiedenen Abnahmeorte war ebenfalls gut
zu erkennen, dass die beiden groBen Cluster 540 (rot) und 948 (blau) aufgrund der
Masse an Patienten dominierten und in fast allen Materialien gefunden werden
konnten. Es gab aber auch mittelgroBe Cluster wie etwa 1059, die in vielen

verschiedenen Materialien detektiert werden konnten.

Die Abnahmeorte Abstrich (n=2), Biopsie (n=2) und GeféBkatheterspitze (n=1)
schienen auf den ersten Blick von nur sehr wenigen Clustern besetzt. Aufgrund der
geringen Zahl an analysierten Proben aus diesen Gebieten konnte hier aber keine

klare Aussage getroffen werden.

Insgesamt war es nicht mdglich von einem Abnahmeort auf einen bestimmten

Cluster oder von einem Cluster auf das Abnahmematerial zu schlie3en.
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Durchschnittliche Zeit im Krankenhaus vor einer VRE-
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Abbildung 23: Durchschnittliche Krankenhaustage und stationdre Aufenthalte vor positivem VRE-Befund.
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Abbildung 23 veranschaulicht die durchschnittichen  Liegezeiten und
Krankenhausaufenthalte der Patienten in den zwdélf Monaten vor dem ersten VRE-
positiven Befund. Die Daten enthielten aber einen nicht zu vermeidenden Fehler, da
die Patienten schon lange vor ihrem ersten positiven Befund Trager von
Vancomycin-resistenten Enterokokken sein konnten.

Aus diesem Grund reichten die Daten fir die Schlussfolgerung, dass Cluster, deren
Patienten viele Krankenhaustage vor ihrem ersten VRE-Befund vorzuweisen hatten,
weniger ansteckend und Cluster bei denen Patienten bereits nach wenigen Tagen
positiv wurden, virulenter waren, nicht aus.

Insgesamt hatten die 249 in Cluster eingeteilten Patienten in den zwolf Monaten vor
ihrem ersten VRE-positiven Testergebnis 9344 Tage stationdr im UKR verbracht,
was einem Durchschnittswert von 43,2 (SD 33,5) Tagen pro Patienten entsprach.
Den héchsten Wert hatte der Cluster 753 mit durchschnittlich 149 Tagen
vorzuweisen. Es gab aber auch mehrere Cluster mit dem Wert Null, bei denen eine
mitgebrachte Kolonisation in Betracht gezogen werden sollte.

In den zwdlf Monaten vor ihrem ersten positiven Befund waren die Patienten
insgesamt 552 Mal stationar im Krankenhaus, was einem Durchschnitt von 2,2 (SD
2,3) Aufenthalten entsprach. Die Menge der stationdaren Tage zeigte hierbei eine
positive Korrelation mit der Anzahl der Krankenhausaufenthalte.
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In der folgenden Grafik wurden die Proben den Fachgebieten ihrer Abnahme
zugeordnet. In der Gastroenterologie wurden die meisten neuen VRE-positiven
Patienten entdeckt, in der Dermatologie die wenigsten. Sowohl in der Inneren Il
(Onkologie) als auch in der Nephrologie gab es vergleichsweise viele neu
aufgetretene VRE-Félle, was bei deren oft chronisch kranken und zum Tell

immunsupprimierten Patientengut von besonderer Bedeutung war.

VRE-Erstisolate nach Fachgebieten
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Abbildung 24: Erstmals positiv auf VRE getestete Patienten nach Fachgebieten.
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Von allen 272 Patienten wurde zusatzlich festgehalten, ob es sich bei dem ersten
positiven Befund um einen nosokomialen, mitgebrachten oder durch
Eingangsscreening festgestellten Fall handelte. Patienten, die nicht durch ein
Eingangsscreening, sondern durch ein Screening in Folge von Ausbriichen oder
Kontakt zu einem VRE-positiven Patienten auffielen, wurden entweder unter
nosokomial oder mitgebracht eingeordnet.
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Abbildung 25: Summe von als nosokomial (NK), mitgebracht (MW) und durch Screening (Screen) eingruppierte
Patientenisolate.

In der Auswertung wies die Innere |, die der Gastroenterologie entsprach, die
meisten nosokomialen, aber auch durch Screening detektierten Patienten auf. Auch
die Innere Il (Onkologie) hatte sowohl viele nosokomiale als auch durch Screening
detektierte Falle zu verzeichnen. In den chirurgischen Stationen gab es ebenfalls
eine sehr hohe Anzahl an potenziell nosokomialen Isolaten. Im Vergleich zu den
beiden Inneren Fachbereichen wurden aber so gut wie keine Detektionen durch
Screening erzielt, da in keiner dieser Stationen ein flachendeckendes
Eingangsscreening durchgefihrt wurde.
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Bei den Daten der Abbildung 25 ist zu berlcksichtigen, dass Patienten, deren
Enterokokken als mitgebracht eingestuft wurden, durchaus zu einem friheren
Zeitpunkt in einem anderen Krankenhaus als nosokomial gez&hlt werden konnten.
Die Zahl der Patienten, die sich eventuell nosokomial einen VRE zugezogen hatten,
ware damit also vermutlich héher als es hier den Anschein hat. Nosokomial darf
jedoch in diesem Zusammenhang nicht mit gesicherten Ubertragungen innerhalb
eines Krankenhauses bzw. wahrend eines stationdren Aufenthaltes verwechselt
werden. Viele der als nosokomial gezahlten Falle dirften aufgrund eines nicht
erfolgten Eingangsscreening mitgebracht aber erst im Verlauf der stationdren
Therapie detektiert worden sein. Die Definition ist somit nicht kausal, sondern nur auf
den Zeitraum der Diagnose bezogen. Die Daten bezlglich der Herkunft der Isolate
(Screening, nosokomial oder mitgebracht) stammten aus dem Institut fir klinische
Mikrobiologie und Hygiene des Uniklinikums Regensburg und wurden hier analog
nach den Regeln des MRSA-KISS erfasst. Fir alle Patienten erfolgte die Zuordnung
auf die Stationen abhangig von ihrem ersten positiven VRE-Befund. Aus Tabelle 7
kénnen die einzelnen Stationen der Kliniken und deren Intensivstation entnommen
werden. Dies ist wichtig, da Patienten sehr haufig aus medizinischen oder
Platzgrinden innerhalb der Stationen einer Klinik verlegt wurden. Die
Sammelstationen 46 und 60 waren an die Notaufnahme angebunden und dienten
nur als Ubergangsldsung, bis ein Platz in den eigentlich zustindigen Stationen frei

wurde. Somit erfolgte keine Bevorzugung einer Intensivstation.

Tabelle 7: Zuordnung der Stationen zu den einzelnen Kiliniken und Darstellung der jeweils zum Fachgebiet
zugeordnete Intensivstation (ITS).

Klinik Stationen Zugeordnete ITS
Augen/Chirurgie 48 90
Chirurgie 54, 56, 57 90
Herz-Chirurgie 61 91
Neurochirurgie 59 97
Unfallchirurgie 55 90
Innere | 14, 15 92
Innere Il 18, 19 93
Innere Il 20, 21 93
Nephrologie 16, 17 93
Dermatologie 52,53 90
Sammelstation 46, 60 /
Kinderstation 83, 84 81
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Alle mit dem IR-Biotyper gemessenen Proben, bei denen eine Clustereinteilung
moglich war (n=249), wurden 27 Stationen und zwei Ambulanzen zugeordnet. In
Abbildung 26 ist zusatzlich auch die Zahl an unterschiedlichen Clustern, die auf einer
Station zu finden waren, dargestellt.
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Abbildung 26: Neu aufgetretene VRE-Félle nach Stationen.
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Abbildung 27: Summe der nosokomialen (NK), mitgebrachten (MW), oder durch Eingangsscreening (Screen)
klassifizierten neuen VRE-Félle.
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Wie auch fur die Kliniken wurde in Abbildung 27 abhangig von den einzelnen
Stationen die Summe der nosokomialen, mitgebrachten und durch
Eingangsscreening festgestellten neuen VRE-Félle dargestellt. Hierzu wurden, wie
auch in Abbildung 25, nur die Erstisolate (n=272) erfasst, da nach dem ersten
positiven Befund alle Patienten bei weiteren Aufenthalten im UKR unter mitgebracht
geflhrt wurden.

Die gréBte Menge an VRE-Erstnachweisen besaB mit Abstand die Station 92
(20,2%), die als Intensivstation der Gastroenterologie Durchgangsstation fur viele
Patienten war. Die Station 92 hatte auch ein Eingangsscreening etabliert und flhrte
die zweitmeisten Screenings (24% aller Screenings) durch. Trotzdem detektierte sie
nur etwa 23,6% aller VRE-Falle auf diese Weise. 58% aller erstmalig
nachgewiesenen VRE-Falle waren nosokomialen Ursprungs, womit die 92 zu den
Stationen mit einem sehr hohen Anteil an im Krankenhaus erworbener Vancomycin-
resistenter Enterokokken gehorte. Eine weitere starke Haufung nosokomialer Falle
gab es zudem auf der Station 17, die als Nephrologie viele chronisch kranke
Patienten beheimatete. Auf dieser Station waren sogar 66,7% aller erstmalig
nachgewiesenen VRE-Falle nosokomialen Ursprungs.

Neben der Station 92 fihrten auch die Stationen 20 und 21 ein Eingangsscreening
durch. Die Station 20 identifizierte dabei im Vergleich zu den anderen Stationen mit
45,7% die meisten VRE-positiven Patienten durch ein solches Screening.
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Da vor allem die Intensivstationen von vielen Verlegungen und multimorbiden
Patienten betroffen waren, wurden diese nochmals gesondert betrachtet.

Neu aufgetretene VRE-Falle
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Abbildung 28: Neu detektierte VRE-Félle auf den Intensivstationen des Universitétsklinikums Regensburg.

Auf den sechs Intensivstationen des Universitatsklinikums gab es im
Untersuchungszeitraum 99 neu aufgetretene VRE-Félle. Das entsprach 36,4% aller
Patienten, die im UKR erstmals positiv getestet wurden. Die Station 92 flhrte hier
gefolgt von der Station 93 bei der Anzahl an nosokomialen Féllen. Als einzige
Intensivstation mit einem Eingangsscreening detektierte die Station 92 in diesem
Vergleich aber auch die meisten (23,6%) Patienten durch ein Screening.
Die geringste Anzahl an nosokomialen Féllen hatten die Stationen 91
(Neurochirurgie) und 60 zu verzeichnen. Bei Station 60 handelte es sich allerdings

nur um eine Intermediate-Care-Einheit und keine echte Intensivstation.
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3.2 Agar Tests

Im Rahmen der Einflhrung des IR-Biotypers als VRE-Typisierungsmethode wurde
getestet, mit welchem Agar in der Messung und Auswertung die besten Ergebnisse

erzielt werden konnten.

Tabelle 8: Verwendete Isolate fiir den Vergleich der Ndhrmedien.

| Proben Nummern: | 487 | 489 | 491 | 499 | 506 | 507 | 509 | 510 | 512 | 518 | 522 |

Far den Vergleich der Nahrbéden wurden die elf in Tabelle 8 dargestellten Proben
auf den drei verschiedenen Nahrmedien angeziichtet und anschlieBend 64 mal
gemessen. Die Ergebnisse dieser Messungen wurden nach Agar getrennt in drei IR-
Biotyper Projekten ausgewertet. Dabei wurden die nicht messbaren und fehlerhaften
Messpunkte gezahlt. Als fehlerhaft galt ein Messpunkt, wenn er nicht im gleichen
Cluster wie die (Obrigen Messpunkte einer Probe vorzufinden war.
Insgesamt wurden 704 Messpunkte des IR-Biotyper auf Fehler in der Messung oder

Auswertung analysiert, die genaue Aufteilung ist in Tabelle 9 dargestellt.

Tabelle 9: Anzahl der Messpunkte pro Agar.

Agar Messpunkte
Columbia-Frischblut-Agar 220
Miiller-Hinton-II-Agar 264
Herz-Hirn-Agar 220

Fir die Auswertung der Daten wurde ein Cut-Off-Wert von 0,191 verwendet.
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3.2.1 Columbia-Frischblut-Agar

Der Frischblut-Agar, dessen Herstellungsprozess unter 2.5.1 erlautert wurde,
zeichnete sich durch ein hervorragendes Wachstum aus. Nach nur einmaligem
Ausstreichen bedeckten die Enterokokken innerhalb von 24 Stunden Bebritungszeit
den gesamten Agar. Das Ablésen der Enterokokken gestaltete sich allerdings
schwierig, da die Bakterien sich fest in das Nahrmedium eingegraben hatten und
regelrecht abgekratzt werden mussten.

= 0€'0
= G20

Abbildung 29: Auswertung aller mittels Blut-Agar angeziichteten Proben.

In Abbildung 29 ist die Auswertung aller mittels Blut-Agar gemessener Proben
dargestellt. In Gelb wurden alle Proben markiert, deren Messpunkte sich in mehr als

nur einem Cluster befanden.
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Tabelle 10: Fehler bei Messung und Auswertung der Columbia-Blut-Agar Proben mit dem IR-Biotyper.

Proben Fehler
Messung Auswertung

487 17 0
489 8 1
491 9 0
499 9 0
506 9 2
507 3 0
509 5 4
510 7 1
512 8 2
518 6 0
522 5 2

Gesamt 86 12

Von den 220 Messpunkten konnten nur 134 erfolgreich gemessen werden, dies
entsprach einer Erfolgsquote von lediglich 60,9% (SD 18,1%). Hierbei war die Probe
487 mit 17 von 20 (85,0%) abgebrochenen Messpunkten die schlechteste der

untersuchten Proben.

In der Auswertung aller erfolgreich gemessener Messpunkte, bei einem Cut-Off-Wert
von 0,191, durch die Biotyper Software mussten zwdlf der 134 Messpunkte entfernt
werden um eine Splitterung zu verhindern. Dies entsprach einem Fehler von 9% (SD
9,4%), der die Wahrscheinlichkeit angab, dass ein Messpunkt in einen falschen
Cluster angezeigt wurde.
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3.2.2 Muller-Hinton-II-Agar

Die  Spezifikationen des  Miller-Hinton-1I-Agar, dessen  Produktion die
Nahrbodenkilche des Instituts flr klinische Mikrobiologie und Hygiene in Regensburg
ubernommen hatte, wurden unter Punkt 2.5.2 aufgefihrt.

Das Wachstum der Enterokokken fiel auf dem Mduller-Hinton-II-Agar schlechter aus
als auf Frischblut. Aus diesem Grund war es erforderlich, die Bakterien dreifach
auszustreichen. Mithilfe dieser Technik war es dann aber ohne Probleme mdglich
genug Biomasse flur die nachfolgende Messung zu kultivieren. Die Enterokokken
lieBen sich zudem sehr leicht vom Agar ablésen und weiterverarbeiten.

Abbildung 30: Auswertung der mit Mller-Hinton-1I-Agar angeziichteten Proben.

In Abbildung 30 wird deutlich, wie wenige der mittels Mduller-Hinton-lI-Agar
angezlchteten Proben Splitter in anderen Clustern aufwiesen.
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Tabelle 11: Fehler bei Messung und Auswertung der mit Miller-Hinton-1I-Agar angeziichteten Proben mit dem IR-
Biotyper.

Proben Fehler
Messung Auswertung
487 12 0
489
491
499
506
507
509
510
512
518
522

Gesamt
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Von 264 Messpunkten, die aus insgesamt finf verschiedenen Messungen stammten,
konnten 203 erfolgreich biotypisiert werden. Die Erfolgsquote lag damit bei 76,9
Prozent (SD 13,7%), wobei die Probe 487 mit zwdlf von 24 (50,0%) Messpunkten die

meisten Fehler aufwies.

Von den 203 erfolgreich gemessenen Werten splitterten funf und mussten in der
nachfolgenden Auswertung entfernt werden. Die Qualitdt der Auswertung eines
Messpunktes lag somit bei einem Fehler von 2,25 Prozent bei 97,75% (SD 5,6%).
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3.2.3 Herz-Hirn-Agar

Der Herz-Hirn-Agar wurde wie der Mduller-Hinton-1I-Agar von der hauseigenen
Nahrbodenkilche (siehe 2.5.3) hergestellt. Die Enterokokken wuchsen kraftig und
konnten auch leicht von den Nahrbéden abgeldst werden.

W

Abbildung 31: Analyse aller mit Herz-Hirn-Agar angez(ichteten Proben.

Auf Abbildung 31 ist die Analyse der mit Herz-Hirn-Agar angezichteten Proben
dargestellt. Auffallig waren hier die oberen Cluster, deren Proben alle eine groBe
Anzahl an Splitter aufwiesen.
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Tabelle 12: Fehler bei Messung und Auswertung der mit Herz-Hirn-Agar angeziichteten Proben mit dem IR-
Biotyper.

Proben Fehler
Messung Auswertung

487 10 5
489 2 4
491 0 8
499 0 8
506 0 0
507 4 4
509 5 0
510 4 0
512 0 0
518 5 0
522 4 0

Gesamt 34 29

Von den auf Herz-Hirn-Agar angezlchteten Proben erfolgte die Messung von 220
Messpunkten. Davon konnten 186 mit dem IR-Biotyper analysiert werden, bei 34
Messpunkten erfolgte ein Abbruch. Dies entsprach einem Messerfolg von 84,5% (SD
15,6%).

Von allen erfolgreichen Messungen mussten allerdings 29 Messpunkte entfernt
werden, um eine eindeutige und einheitliche Clusterzusammensetzung zu
generieren. Bei der Analyse dieser Isolate ergab sich somit ein Auswertungserfolg
von 84,4% (SD 19,9%).

Auffallig war hier, dass nur von finf Proben Messpunkte entfernt werden mussten,
bei diesen Isolaten sich aber die Fehler hduften. Dadurch war zum Teil eine sichere
Clusterzuordnung aufgrund der hohen Anzahl an falsch einsortierten Messpunkten
nicht mehr moglich.
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3.3 Validierung des IR-Biotypers

Ein wichtiger Teil der Arbeit umfasste die Validierung des IR-Biotypers. Zu diesem
Zweck wurden 30 bereits mittels Multilocus-Sequence-Typing (siehe 2.4.1),
Pulsfeldgelelektrophorese (siehe 2.4.2) und Whole-Genome-Sequencing typisierten
Proben binnen zwei Wochen zehn Mal mit dem IR-Biotyper gemessen. Das
Hauptaugenmerk lag bei der Messgenauigkeit und Reproduzierbarkeit der

Ergebnisse.

Tabelle 13: Ausbeute der Messungen und Fehler bei der Clustereinordnung in allen Validierungsmessungen.

Nr. Fehler Nr. Fehler
Messung Auswertung Messung Auswertung

3091 9 1 5925 11 0
3357 4 2 5940 4 3

3442 7 6 6496 8 0

3576 8 3 6927 9 1

3758 15 2 7712 8 1

3805 9 0 7903 3 0
3954 10 2 7956 9 1

3967 7 0 8133 0 3

3986 7 7 8274 9 1
4337 1 4 9106 3 0
4433 4 0 9700 10 2
4707 11 2 9895 9 3
4762 1 1 10272 2 2
5028 4 1 10432 1 1
5405 11 0 Gesamt 206 49 |
5844 12 0

Insgesamt wurden von den in Tabelle 13 aufgelisteten Proben 900 Messpunkte
analysiert. 206 Messpunkte konnten aus Grinden unpassender Absorption oder
anderer Fehler nicht durch den IR-Biotyper gemessen werden. Die durchschnittliche
Ausbeute der Messung lag somit bei 77,1 Prozent (SD 12,86%). Alle messbaren
Proben wurden mithilfe des integrierten Biotyper Programms ausgewertet. Dabei
mussten 49 der 694 Messpunkte entfernt werden um eine klare Clustereinteilung zu

erzeugen, dies entsprach einem Fehler von 7,1 Prozent (SD 7,6%).

Die Wahrscheinlichkeit, dass ein Messpunkt sich in einen falschen Cluster
einsortierte, lag somit durchschnittlich bei 7,1 Prozent (SD 7,6%).
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Nicht verwendbare Messpunkte (Validierung)
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Abbildung 32: Anzahl der nicht méglichen Messungen und Auswertungsfehler.
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In Abbildung 32 sind die nichtmessbaren und falsch einsortierten Messpunkte je
Probe in Prozent aufgeflhrt. Die Anzahl abgebrochener Messungen reichte dabei
von keiner wie zum Beispiel bei der Probe 8133 bis zu 15 bei Probe 3758.
Durchschnittlich hatte jede Probe 6,9 (SD 3,9) nicht messbare Messpunkte zu
verzeichnen.

Die Zahl falsch eingeordneter Messpunkte reichte von null bis sieben, wie etwa bei
Probe 3986. Durchschnittlich befanden sich von jeder Probe 1,6 (SD 1,8) der 30
Messpunkte in einem falschen Cluster.

Insgesamt betrachtet konnten 28,3% (SD 13,4%) aller Messpunkte entweder wegen
abgebrochener Messung oder fehlerhafter Clusterzuordnung nicht verwendet

werden.
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Neben der Untersuchung aller Messwerte wurde auch der zeitliche Verlauf der
Ergebnisse der einzelnen Messungen betrachtet.

Auswertbare Messpunkte je Messung
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Abbildung 33: Auswertbare Messpunkte je Messung im zeitlichen Verlauf.

Wie in Abbildung 33 gut veranschaulicht wird, stieg die Anzahl der auswertbaren
Messpunkte je Messung im Laufe der zwei Wochen dauernden Validierungsphase
leicht an.

Um diesen Effekt besser untersuchen zu kénnen, wurden die Daten der zweiten
Woche, was den Validierungsmessungen 6 bis 10 entsprach, zusatzlich noch einmal
getrennt ausgewertet. AnschlieBend erfolgte ein Vergleich mit den Daten der ersten

Woche und dem Gesamtergebnis.
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Tabelle 14: Ausbeute der Messungen und Fehler bei der Clustereinordnung in den Validierungsmessungen 6-10.

Validierungsmessungen 6-10

Nr. Fehler Nr. Fehler
Messung Auswertung Messung Auswertung

3091 1 1 5925 8 0

3357 1 0 5940 0 0

3442 4 2 6496 4 0

3576 2 3 6927 2 1

3758 9 0 7712 4 0

3805 2 0 7903 0 0
3954 4 2 7956 3 0

3967 2 0 8133 0 0

3986 1 4 8274 5 5

4337 0 0 9106 1 0

4433 2 0 9700 3 0
4707 6 0 9895 5 0
4762 0 0 10272 1 0

5028 3 0 10432 1 1

5405 3 0 Gesamt 82 19 |
5844 5 0

Von den 450 Messpunkten der Validierungen 6 bis 10 konnten 82 nicht verwendet

werden. Das ergab eine Erfolgsquote von 81,8% (SD 15,6%).

Die 368 erfolgreich gemessenen Punkte wurden der Auswertung zugefihrt. Hierbei

ergab sich nach dem Entfernen von 19 Proben eine splitterfreie Clustereinteilung.
Der Messfehler der zweiten Woche lag somit nur bei 5,2% (SD 11,5%).
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Nicht verwendbare Messpunkte (Validierung 6-10)
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Abbildung 34: Anzahl der nicht méglichen Messungen und Auswertungsfehler der Validierungsmessungen 6 - 10.
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Die Anzahl der nicht messbaren Punkte lag in einem Bereich zwischen null und
neun, die Anzahl an im falschen Cluster eingeordneter Messpunkte zwischen null
und funf. Durchschnittlich konnten bei den Messungen der zweiten Woche 22,4

Prozent (SD 18,1%) aller Messwerte nicht ausgewertet werden.

Tabelle 15: Vergleich der ersten und zweiten Validierungswoche.

Validierung 1-5 ‘ Validierung 6 - 10
Messung Auswertung Messung Auswertung
72,4% 90,8% 81,8% 94,8%

In Tabelle 15 ist der Mess- und Auswertungserfolg der ersten und zweiten Halfte der
Validierungsphase gegenubergestellt. Dabei wird deutlich, dass die zweite Halfte der
Validierung bei den Messungen um 33,9% und bei der Anzahl an richtig einsortierten
Proben um 36,7% besser abschnitt.

Sowohl im Bereich der Messungen als auch bei der Qualitdt der Clustereinteilung
verbesserten sich somit die Ergebnisse der zweiten Woche im Vergleich zur ersten
um etwa ein Drittel. Verglichen mit den Werten der gesamten Validierung ergab sich
immer noch eine Verbesserung der messbaren Proben um 5,7% und eine

Verbesserung der Messgenauigkeit um 2,0%.
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3.4 Clustereinteilung aller Proben

Fir die Einteilung aller Proben der Studie wurden wie in 2.3.4 beschrieben jeweils
zwei Messpunkte aus verschiedenen Messungen ausgewahlt. Bei der Auswahl
wurden ausschlieBlich Messpunkte verwendet, die in einer Vorabanalyse nicht
gesplittert und sauber im Hauptcluster einer Probe beheimatet waren.

Die Wahrscheinlichkeit, dass ein Messpunkt in einen falschen Cluster eingeordnet
wurde lag bei 7,1% (SD 7,6%). Da fir die Gesamtclustereinteilung zwei Messpunkte
je lIsolat verwendet wurden, lag die Wahrscheinlichkeit einer falschen Einordnung
hier sogar nur bei 0,5% (+0,19%).

Der verwendete Cut-Off-Wert der Clustereinteilung wurde bei 0,188 festgesetzt.

Um die Cluster Einteilung zu Uberprifen, wurden fiir alle Stationen je Isolat vier
zufallig ausgewdhlte Messpunkte ausgewertet und mit der Gesamtclustereinteilung
verglichen. Als Beispiele wurden in diese Arbeit die Ergebnisse der Stationen 54 und

97 eingeflgt.
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Abbildung 35: Vergleich aller Cluster der Station 54.
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Dabei zeigte sich, dass vor allem in kleinen Stationen, wie etwa der 54 (Abbildung
35) eine sehr gute Reproduzierbarkeit gegeben war. In gréBeren Stationen mit Gber
100 verschiedenen Patienten kam es allerdings wie in der Station 97 zu vereinzelten
Clusterverschiebungen. In der in Abbildung 36 dargestellten Station unterschieden
sich die beiden Analysen in elf der 400 analysierten Messpunkten, was aber im

Rahmen der Messungenauigkeit von 7,1% lag.
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Abbildung 36: Station 97 mit 108 verschiedenen Patienten.
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3.5 Vergleich mit anderen Typisierungsmethoden

FOr den Vergleich der Methoden wurden die 30 bereits flr die Validierung
verwendeten Isolate herangezogen, von denen bereits MLST, PFGE und WGS
Daten vorlagen. Fir die Whole-Genome-Sequenzierung wurde eine Stichprobe
bestehend aus den zwdlf in Tabelle 16 dargestellten Proben ausgewahlt. Der
Vergleich des IR-Biotypers mit dem Multilocus-Sequence-Typing wurde durch die
MLST Daten aller Patienten der Stationen 20 und 21 erganzt.

Tabelle 16: Probennummern der WGS-Stichprobe.

Proben Nummern: |3954|3576|6496 |4707 | 6927 | 5405 | 8133 | 4433|3967 | 3986 | 9106 | 5940

Ausgewertet wurde dabei die Vereinbarkeit der Ergebnisse zwischen dem IR-
Biotyper und der jeweils anderen Messmethode. Es erfolgte aber auch ein Vergleich
der diskriminativen Kraft, des Messaufwandes und der Kosten der verschiedenen
Methoden.
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3.5.1 Multilocus-sequence-typing (MLST)
Fir den Vergleich des IR-Biotypers mit der Messmethode des Multilocus-sequence-
typing wurden neben den 30 Proben der Validierung auch die MLST Daten von allen

Patienten mit Aufenthalt auf den Stationen 20 und 21 gewonnen (Anlage B).

Tabelle 17: MLST-Typisierung der Stichprobe.

Nr. MLST vanA/B
3576 17 vanB
3805 17 vanB
3954 17 vanB
6496 18 vanB
4433 78 vanB
4707 78 vanB
5925 78 vanB
8274 80 vanA
9700 80 vanA
10432 80 vanA
5405 117 vanA
5844 117 vanB
6927 117 vanB
9895 117 vanA
10272 117 vanA
3442 125 vanB
3357 186 vanB
3967 192 vanB
3986 192 vanB
4337 192 vanB
5028 192 vanB
8133 192 vanB
4762 203 vanB
5940 203 vanB
7712 203 vanB
9106 203 vanB
3091 208 vanB
7903 262 vanB
3758 780 vanB
7956 926 vanB

Von den 30 in Tabelle 17 dargestellten Proben entsprachen je finf (16,7%) den
MLST-Typen 192 und 117, der drittgréBte MLST-Typ 203 wies 4 Proben auf.
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Abbildung 37: Vergleich des IR-Biotypers mit den MLST-Daten.

Bei dem Vergleich des IR-Biotypers mit den MLST-Daten konnte festgestellt werden,
dass bis auf eine Ausnahme die Cluster des Biotypers nur einen MLST-Typ
enthielten. Es konnte zudem festgestellt werden, dass die MLST-Typen nicht
zusammen mit den Infrarotspektren clusterten, sondern durch den IR-Biotyper weiter

subdifferenziert werden konnten.
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Zu einem ahnlichen Ergebnis kam auch die Untersuchung der Station 20/21 mittels
MLST-Typisierung, die mit der IR-Clustereinteilung verglichen wurde. Die Ergebnisse
des Multilocus-Sequence-Typings wurden als Anlage B an die Arbeit angeflgt.
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Abbildung 38: MLST-Daten der Station 20 im Vergleich zu der Clustereinteilung durch den IR-Biotyper.
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Bei der Analyse der Patienten der beiden onkologischen Stationen mithilfe der
MLST-Methode gelang es auch nach mehrmaliger Typisierung nicht, den pstS-Allel-
Typ von neun der insgesamt 49 untersuchten Proben zu ermitteln. Trotzdem war es
durch die Eingabe der vorhandenen Daten mdglich den wahrscheinlichen ST-Typ mit
einer sehr hohen Wahrscheinlichkeit zu bestimmen. Alle Proben, deren pstS-Allele
nicht genau ermittelt werden konnten gehérten demnach dem im UKR
weitverbreiteten ST-Typ 117 an.
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Abbildung 39: MLST-Daten der Station 21 im Vergleich zu der Clustereinteilung durch den IR-Biotyper.

85



Ergebnisse

Von den 35 Proben der Station 20 konnten zwei nicht richtig in die Cluster
eingeordnet werden, da ihre Messpunkte sich in mehreren Clustern verteilt
wiederfanden. Bei allen anderen Isolaten wiederholte sich das in Abbildung 37
dargestellte Bild. Die ST-Typen wurden von den Biotyper Clustern weiter unterteilt.
Nur bei Station 20 kam es einmal vor, dass ein Biotyper Cluster zwei Enterokokken-
Stamme verschiedener ST-Typen vereinigte. In Abbildung 39 der Station 21 gab es
kein solches Ereignis. Auch mittels der MLST-Clustereinteilung wurden Diagramme
erstellt, um mégliche Ubertragungen detektieren zu kénnen. Diese wurden den
jeweiligen Stationen in Kapitel 3.7.2 angehéangt.
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3.5.2 Pulsfeldgelelektrophorese (PFGE)

Die Daten der Pulsfeldgelelektrophorese wurden ebenfalls mit der Clustereinteilung
des IR-Biotypers verglichen. Hierzu erfolgte die Einteilung der Proben in sieben
PFGE Cluster.

VRE_Reg VRE_Reg
%;Sim'ilarity

2 818 8 8 8 Genus Species Strain  External ID Info 1
: Enteroco. faecium 28 9895 Van.“

: Enteroco. faecium 29 10272 VanA

1 Enteroco. faecium 12 4707 VanB

: Enteroco. faecium 13 4762 VanB

. Enteroco. faecium 27 9700 VanA

Enteroco. faecium 17 5925 VanB

Enteroco. faecium 16 5844 VanB

20 VanB
Van

VanB

Enteroco. faecium

788
Enteroco. faecium

Enteroco. faecium

Enteroco. faecium 4 3576 VanB
Enteroco. faecium 30 10432 VanA
pr—. ...\ LI RO ORI .-
758 :r i Enteroco. faecium 24 8133 VanB }
1] Enteroco. faecium 5 3758 VanB
Il Enteroco. faecium 6 3805 VanB :
b Enteroco. faecium 7 3954 VanB |
. OO Evevoofaecun_ 8 37 __ VB
- - “WiheT “I'“'E'nt'er'oEcT faecum ~ 9~ 3986  VanB |
[ e N _.Crisrccofecum (0 4337 ___Vand ]
' i I TR ERIY 7 Enteroco. faecium 18 5940 VanB
HEY 1mime V Enteroco. faecium 21 7712 VanB
h‘{-s E— J .. u.m Enteroco. faecium 26 9106 VanB
L 2o IR BEd Enteroco. faecium 11 4433 VanB
ml R Wi 0 AE Enteroco. faecium 23 7956 VanB
: { Y { { Enteroco. faecium 3 3442 VanB
: E ‘ Vl Enteroco. faec?um 14 5028 VanB
m [ } ni Enteroco. faecium 22 7903 VanB_
N R — i hih m V” Enteroco. faecium 25 8274 VanA
— 1411 S8 Enteroco. faecium 19 6496 VanA

Abbildung 40: Einteilung der 30 mittels PFGE eingeteilten Proben in Cluster.
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Abbildung 41: Vergleich des Biotypers mit der Pulsfeldgelelektrophorese.

Die Cluster der Gelelektrophorese und des Biotypers konnten nicht miteinander in
Einklang gebracht werden. Auch wenn viele PFGE-Proben desselben Clusters durch
den Biotyper in dhnliche Bereiche eingeordnet wurden, gab es ebenso etliche, wie
die PFGE-Cluster eins und drei, deren Isolate durch den IR-Biotyper sehr weit
voneinander entfernt dargestellt wurden.
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3.5.3 Whole-Genome-Sequencing (WGS)

Die WGS Daten wurden mittels eines 3D-Stammbaums dargestellt. Anhand dessen
wurden vier Cluster mit relativ nahen miteinander verwandten E. faecium-Stammen

erstellt.

E6496

Ef8133
EIS028 gy4a37

- Ef3357

Ef3442

* EM0432

Abbildung 42: 3D-Stammbaum der WGS Daten.

Von den 30 zur Verfligung stehenden Isolaten wurde anschlieBend eine Auswahl von
zwolf Proben einer ndheren WGS-Analyse unterzogen. Bei der Analyse des Core-
Genoms konnten etwa zwei Drittel der Targets verwendet werden. Es wurde hierbei
auch die Zahl an Abweichungen in den Genen der am nachsten miteinander

verwandten Proben ermittelt.

Sequencetype:

@17
192 152
® 203
@
@ Abbildung 43: Analyse
O o group assigned der Core-Genome.
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Cluster Quality Criterion: isolatelD
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Abbildung 44: Whole-Genom-Daten der Stichprobe.

Der IR-Biotyper trennte die Isolate des vierten WGS-Clusters in verschiedene Cluster
auf, deren Proben allerdings bereits in der WGS-Analyse mit 16 bis 45
Abweichungen relativ weit voneinander entfernt lagen. Die beiden sehr viel naher
aneinander gelegenen Isolate 5940 und 9106 klassifizierte der Biotyper genau wie
das WGS in denselben Cluster ein. Insgesamt zeigte sich bei der
Verwandtschaftsanalyse mittels |IR-Biotyper eine gewisse Abhé&ngigkeit von den
Core-Genom-Daten. So waren fur den Biotyper etwa die Isolate 5940 und 9106 oder
die Isolate 3967 und 4707 relativ &hnlich. Dies entsprach zwar nicht ganz den WGS-
Entfernungsdaten, der Biotyper grenzte diese Isolate aber recht deutlich von den laut
WGS weiter entfernten Proben (wie etwa 6496, 3576 oder 3954) ab. Im Gegensatz
dazu gab es aber auch Beispiele, bei denen laut WGS nahe miteinander verwandte
Isolate durch den Biotyper relativ weit voneinander entfernt eingeordnet wurden.
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3.6 Test zur Kostenreduktion

Wie bereits unter 2.3.5 beschrieben, waren fir die Messung der Proben Bruker-
Biotyper-Kits notwendig, die fur den GroBteil der Kosten des Verfahrens
verantwortlich waren. Im Kostenreduktionsversuch wurden aus diesem Grund
dieselben 30 bereits in der Validierung verwendeten Proben nun aber mit selbst
hergestellten Teststandards und einfachen autoklavierten Eppendorf Cups
gemessen. Nach zweimaliger Messung der Proben wurden die Ergebnisse mit denen
der Validierung verglichen. Fur alle Auswertungen kam der gleiche, auch bei der
Validierung verwendete Cut-Off-Wert von 0,188 zum Einsatz.

Tabelle 18: Mess- und Auswertungsfehler des Kostenreduktionsversuchs.

Nr. Fehler Nr. Fehler
Messung Auswertung Messung Auswertung

3091 2 0 5925 2 0
3357 0 0 5940 0 0

3442 1 0 6496 1 0
3576 0 0 6927 0 0
3758 0 0 7712 0 0

3805 0 0 7903 0 0
3954 3 0 7956 0 0
3967 0 0 8133 0 0
3986 0 0 8274 0 0
4337 0 0 9106 0 0
4433 0 1 9700 0 0
4707 0 0 9895 1 0
4762 0 0 10272 0 0
5028 0 0 10432 0 0

5405 0 0 Gesamt 10 1 |
5844 0 0

In Tabelle 18 sind die Ergebnisse der Messung und Auswertung des
Kostenreduktionsversuchs dargestellt. Von den 180 Messpunkten der beiden
Messungen des Versuchs waren 170 erfolgreich, was einer Erfolgsquote von 94,4%
(SD 12,6%) entsprach.

Bei der Auswertung der Isolate gab es nur einen einzigen Ausrei3er der Probe 4433,
alle anderen 169 (99,4% SD 3,0%) Messpunkte flgten sich sofort und sauber in ihre
Cluster.
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Tabelle 19: Vergleich der Ergebnisse des Kostenreduktionsversuchs mit denen der Validierung.

Kostenreduktion ‘ Validierung
Messung Auswertung Messung Auswertung
94,4% (SD 12,6%) 99,4% (SD 3,0%) 77,1% (SD 12,86%) 92,8% (SD 7,6%)

In Tabelle 19 wird der Kostenreduktionsversuch mit der Validierung bezlglich der
Messqualitdt und Auswertungsgenauigkeit verglichen. In diesem Vergleich wurde
deutlich, dass die Messungen mit dem kostensparenden Ansatz die der Validierung
in Sachen Messbarkeit um 18,3 % und Genauigkeit der Clustereinteilung um 6,6 %
Ubertrafen.

Die Proben des Kostenreduktionsversuchs wurden zuséatzlich mit denen der zehn
Validierungsmessungen zusammengefihrt und gemeinsam ausgewertet. Damit
sollte die Frage geklart werden, ob es zu einem Unterschied der Clustereinteilung

aufgrund des verédnderten Teststandards gekommen war.

Tabelle 20: Ausbeute der Messungen und Fehler bei der Clustereinordnung in den Validierungsmessungen
inklusive des Kostenreduktionsversuchs.

Nr. Fehler Nr. Fehler

Messung Auswertung Messung Auswertung
3091 11 1 5925 13 0
3357 4 0 5940 4 3
3442 8 6 6496 9 0
3576 8 3 6927 9 1
3758 15 1 7712 8 1
3805 9 3 7903 3 0
3954 13 5 7956 9 1
3967 7 0 8133 0 3
3986 7 8274 9 1
4337 1 4 9106 3 0
4433 1 9700 10 2
4707 11 2 9895 10 3
4762 1 2 10272 2 2
5028 4 1 10432 1 1
5405 11 0 Gesamt 102 55
5844 12 1
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Von den 1080 Messpunkten des Versuchs fuhrten 216 (20%) zu keinem Ergebnis,
dies entsprach einer Erfolgsquote von rund 80% (SD 11,5%). Von allen messbaren
Werten mussten dann nochmals 55 (6,4% SD 6,5%) entfernt werden, da diese sich
in falschen Clustern einordneten. Der durchschnittliche Fehler der Clustereinteilung
entsprach somit 6,4%.

Nicht verwendbare Messpunkte (Val + KrV)

<rl\k0l\ml\NO0Ln<ang
o))
n

B Messung M Auswertung
Abbildung 45: Nicht verwendbare Messpunkte des Validierungs- (Val) und Kostenreduktionsversuchs (KrV).
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Wie aus der Abbildung 45 entnommen werden kann, lag die Anzahl an nicht
messbaren Punkten zwischen null und 15 (41,7%), die Fehler des IR-Biotypers bei
der Einordnung in die Cluster zwischen null und sieben (19,4%).
Durchschnittlich konnten 25,1% (SD 12,4%) aller Messpunkte wegen Mess- oder

Auswertungsfehler nicht fur eine Clustereinordnung verwendet werden.
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Tabelle 21: Vergleich der Ergebnisse der Validierung inklusive und exklusive des kostensparenden Versuchs.

Kostenreduktion/Val ‘ Validierung
Messung Auswertung Messung Auswertung
80,0% (+2,1%) 93,6% (+1,2%) 77,1% (£2,3%) 92,8% (+1,4%)

Der aus Validierung und kostensparend gemessenen Proben bestehende Versuch
schnitt im Vergleich zu der Validierung allein minimal besser ab. Es konnten 3,6%
mehr Messpunkte erfolgreich gemessen werden und es mussten 0,9% weniger
Splitter entfernt werden. Eine Verschlechterung der Ergebnisse durch die Einsparung
der Biotyper-Kits konnte somit nicht festgestellt werden. Die Kosten je Typisierung

lagen ohne die relativ teuren Biotyper-Kits unter einem Euro.
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3.7 Statistische Daten

Die durch die Statistik gewonnenen Daten Uber die VRE-positiven Patienten wurden
sowohl fir die Gesamtheit aller Stationen als auch fir jede einzelne Station, auf der
es mégliche Ubertragungen gegeben hatte, ausgewertet.

Mégliche Ubertragungen wurden angenommen wenn zwei VRE-positive Patienten,
deren Enterokokken sich im selben Cluster befanden und die sich auf derselben
Station zur selben Zeit aufhielten, vorlagen. Die zeitliche Begrenzung einer direkten
Ubertragung wurde hierbei auf 24 Stunden eingegrenzt. Des Weiteren durften nur
Patienten, die auf der untersuchten Station einen nosokomialen Erstnachweis von
VRE vorzuweisen hatten als Empfanger einer méglichen Ubertragung gewertet
werden. Als Ubertrager kamen alle bekannten positiven VRE-Patienten in Frage.

3.7.1 Gesamtheit aller Stationen

Zuerst wurde die Gesamtheit aller Stationen betrachtet, spater erfolgte eine
genauere Kontrolle der einzelnen Stationen. Mehrere Werte der Station 70 wurden
mit NN (Nicht nachweisbar / vorhanden) abgekilrzt, da in der Station, die der

Notaufnahme unterstand, keine Gesamtpatiententage zur Verfligung standen.

Insgesamt verfligten alle Stationen gemeinsam tber 235.073 Patiententage, davon
gehdérten 8.551 Tage Patienten, die nachweislich mit Vancomycin-resistenten
Enterokokken kolonisiert waren. Die mittlere tagliche VRE-Last lag somit bei 3,75%
(SD 4,9%). Die durchschnittliche Zahl an VRE-Tagen pro Fall lag bei 9,81 (SD 7,1),
und im Untersuchungszeitraum konnten fur die 272 VRE-positiven Patienten
insgesamt 824 stationdre Aufenthalte im UKR gezahlt werden. Die Inzidenzdichte flr
alle Stationen betrug 3,95 (SD 6,3) VRE-Falle pro 1000 Patiententage. Zuséatzlich
wurden im Untersuchungszeitraum 63 magliche Ubertragungen gezahit.
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Tabelle 22: Statistische Daten aller untersuchten Stationen.

Mégliche  Mittlere Mittlere Inzidenzdichte
St. Pat. Tage Tage Fille Patienten  Ubertra- tagliche VRE Tage VRE Tage
gungen VRE Last pro Fall
11 8099 32 4 4 0 0,4 8 0,49
12 5551 7 1 1 0 0,13 7 0,18
13 1378 9 5 4 0 0,65 1,8 3,63
14 9163 761 83 50 2 8,31 9,17 9,06
15 9283 958 | 103 53 5 10,32 9,3 11,1
17 8465 665 51 36 13 7,86 13,04 6,02
18 9403 106 9 8 1 1,13 11,78 0,96
19 8877 67 10 8 0 0,75 6,7 1,13
20 8438 1087 82 42 2 12,88 13,26 9,72
21 7077 661 35 22 4 9,34 18,89 4,95
22 71 13 2 1 0 18,31 6,5 28,17
46 7260 191 16 8 0 2,63 11,94 2,2
47 8533 20 4 3 0 0,23 5 0,47
48 7933 | 314 | 19 11 0 3,96 16,53 2,4
49 7980 4 2 1 0 0,05 2 0,25
50 8053 9 3 3 0 0,11 3 0,37
51 6683 90 5 2 0 1,35 18 0,75
52 5952 20 4 4 0 0,34 5 0,67
53 8615 3 1 1 0 0,03 3 0,12
54 8569 185 13 8 0 2,16 14,23 1,52
55 8625 73 5 5 0 0,85 14,6 0,58
56 7540 447 42 21 3 5,93 10,64 5,57
57 7065 484 35 24 7 6,85 13,83 4,95
58 7963 54 5 4 0 0,68 10,8 0,63
59 7106 91 7 5 0 1,28 13 0,99
60 5870 165 14 12 0 2,81 11,79 2,39
61 8835 133 27 13 0 1,51 4,93 3,06
70 NN 58 28 18 0 NN 2,07 NN
81 1513 1 1 1 0 0,07 1 0,66
82 1451 0 0 0 0 0 0 0
83 2956 40 1 1 0 1,35 40 0,34
84 4703 64 10 3 0 1,36 6,4 2,13
90 8838 436 41 28 2 4,93 10,63 4,64
91 3409 85 7 6 1 2,49 12,14 2,05
92 4199 797 106 65 10 18,98 7,52 25,24
93 4982 253 24 24 9 5,08 10,54 4,82
97 4635 | 168 | 19 15 4 3,62 8,84 4,1
Gesamt |235073 | 8551 | 824 272 63 138,73 | 362,87 146,31
Durchschnitt|6353,32 |231,11 | 22,27 7,35 1,70 3,75 9,81 3,95
Standard 2590,3 | 298,4 | 28,7 | 16,4 3,21 4,9 7,1 6,3
Abweichung
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Patienten- und VRE-Tage
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Abbildung 46: Patienten- und VRE-Tage abhdngig von den Stationen.

In Abbildung 46 sind die Patiententage pro Station aufgeflhrt. Der Durchschnitt lag
bei 6353 (SD 2590). Bei den Patiententagen gab es aber groBe Unterschiede
zwischen den Stationen. Die kleinen Stationen 22, 13, 70, 81 und 82 besafBen alle
weniger als 1800 Tage, wahrend die Station mit den meisten Belegungstagen
(Station 18) dagegen mit 9403 Tagen Uber den flnffachen Wert verfligte.

Ebenfalls zu erkennen ist die Linie der VRE-Tage, deren GrdBentabelle auf der
rechten Achse zu finden ist. Durchschnittlich wies jede Station 231 (SD 298) VRE-
Tage im untersuchten Zeitraum von zw6lf Monaten auf. Vor allem die Stationen 15
(n=958), 20 (n=1087) und 92 (n=797) stachen hierbei durch sehr hohe Zahlen
hervor.
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Mittlere tagliche VRE Last
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Abbildung 47: Mittlere tdgliche VRE-Last der einzelnen Stationen in Prozent.

Die mittlere tagliche VRE-Last, die in Abbildung 47 zu finden ist, bestéatigte die
erhéhte VRE-Belastung der drei Stationen. In Station 15 waren 10,3 % aller
Patienten, die zur selben Zeit stationar aufgenommen waren VRE-positiv. In der
Station 20 waren es 12,9 % und auf Station 92, der Intensivstation der
Gastroenterologie sogar 19%. Die beiden anderen onkologischen Stationen 21 und
22, die aufgrund geringer Patientenzahlen in Abbildung 46 noch unscheinbar wirkten,
befinden sich jetzt unter den finf Stationen mit der hdchsten VRE-Last. In der Grafik
wird deutlich, dass vor allem Stationen der Gastroenterologie oder Onkologie Uber
eine hohe VRE-Last verfugten.
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VRE-Patienten und -Félle

120

100

80

60

40

20

11121314151718192021224647 484950515253 545556575859606170818283849091929397

B \/RE Fille e==\/RE Patienten

Abbildung 48: VRE-positive Patienten und Félle.
Bei der Betrachtung der VRE-Félle und -Patienten verbuchte jede Station in den
untersuchten zwdlf Monaten durchschnittlich 22 Félle von sieben VRE-positiven
Patienten. Die drei Stationen (15, 20, 92), die auch Uber die meisten VRE-Tage
verfugten, fanden sich hier sowohl bei der Anzahl der Falle als auch der Patienten
erneut weit vorne. Vor allem die Stationen der Gastroenterologie (14, 15 und 92)
verflgten Uber ein Patientengut, das eine groBe Anzahl stationdrer Aufenthalte
vorzuweisen hatte und fUhrten aus diesem Grund, was die Falle und Patientenzahl

anging, deutlich.
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Mittlere VRE-Tage pro Fall
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Abbildung 49: Mittlere VRE-Tage pro Fall.

Die mittlere Anzahl an VRE-Tagen pro Fall war ein Hinweis fir die Léange der
stationaren Aufenthalte der Patienten. Den hdchsten Wert mit 40 Tagen wies hier
die onkologische Station der Kinderklinik des UKR (Station 83) auf. Da diese aber
nur Ober einen einzigen registrierten VRE-Fall verfigte, war das Ergebnis nicht
reprasentativ.

Stationen mit mehreren Féllen und langen Liegezeiten waren die 21 (18,9 Tage), 51
(18,0 Tage) und 48 (16,5 Tage). Die Stationen hatten weder einen medizinischen
Zusammenhang noch gehorten sie derselben Klinik an.

Die Gastroenterologie mit den Stationen 14 (9,2 Tagen), 15 (9,3 Tagen) und 92 (7,5
Tagen) war bei der Dauer der Aufenthalte ihrer VRE-positiven Patienten im unteren
Bereich angesiedelt, die Onkologie dagegen lag mit durchschnittlich 14,23 Tagen im
Vergleich relativ weit oben.
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Inzidenzdichte VRE-Tage
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Abbildung 50: Anzahl VRE-Félle pro 1000 Patiententage.

Die Anzahl an VRE-Fallen pro 1000 Patiententage ist in Abbildung 50
veranschaulicht. Im Durchschnitt lag sie bei 3,95 (SD 6,3) Féllen. Die Station 22
fihrte hier deutlich, war aber mit nur 71 Patiententagen und 2 VRE-Fallen nicht
besonders aussagekraftig. Station 92, die im Gegensatz dazu Gber 4199
Patiententage verflgte, besal3 ebenfalls einen sehr hohen Wert von 25 Féllen pro
1000 Tage und wies damit eine enorme VRE-Belastung auf.
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Tabelle 23: Cluster aller Stationen.

Cluster Tage Falle Patienten Mégliche Ubertragungen
534 240 26 7 2
540 1665 150 41 15
549 286 36 12 1
557 52 7 1 0
627 64 8 2 0
693 73 3 1 0
707 65 5 2 0
711 146 13 4 1
715 11 2 1 0
740 26 3 1 0
742 25 1 1 0
753 124 5 1 0
755 109 11 3 0
788 161 25 6 0
791 6 1 1 0
793 215 21 5 0
803 151 23 3 0
805 12 1 1 0
809 14 1 1 0
854 22 1 1 0
886 8 1 1 0
891 74 5 2 0
912 55 9 2 0
926 3 1 1 0
939 12 1 1 0
948 2226 240 100 41
978 2 1 1 0
1027 26 3 1 0
1036 23 1 1 0
1059 212 22 9 2
1111 236 14 8 0
1186 6 1 1 0
487M 117 14 2 0
489M 39 2 1 0
491M 85 16 1 0
518M 733 52 13 1
L328 154 17 3 0
L482 110 6 2 0
L99 80 1 0

Gesamt 7668 750 249 63

Durchschnitt 196,62 19,23 6,38 1,62
Standard Abweichung 436,3 44,13 16,85 6,91




Ergebnisse

Die 249 Patienten, bei denen eine Clustereinteilung mdglich war, wurden wie in
Tabelle 23 ersichtlich in 39 verschiedene Cluster einsortiert. Die Patienten waren im
untersuchten Zeitraum fir 7668 VRE-Tage verantwortlich, die sich auf 750 Falle

verteilten.

Jedes Cluster verfligte dabei im Durchschnitt Gber 196,6 (SD 436,3) VRE-Tage, 19,2
(SD 44,1) VRE-Félle und 6,4 (SD 16,9) VRE-positive Patienten. AuBBerdem hatte

jedes Cluster im Mittel 1,62 (SD 6,91) mégliche Ubertragungen zu verzeichnen.

Da es aber wenige sehr groBe und viele kleine Cluster gab, waren die Mittelwerte
nicht besonders aussagekraftig und die Standardabweichungen relativ grof3.
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Abbildung 51: VRE-Tage je Cluster.

Die meisten VRE-Tage verursachten Enterokokken der Cluster 540 (21,7%), 948
(29%) und 518M (9,6%). Die Uberwiegende Mehrzahl der anderen Cluster (59,0%)
tberschritt dagegen die Grenze von 100 VRE-Tagen nicht.
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VRE-Patienten und -Félle
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Abbildung 52: VRE-Patient und -Félle der verschiedenen Cluster.

Das in Abbildung 51 gezeichnete Bild der drei dominierenden Cluster wiederholt sich
auch in Abbildung 52, in der die VRE-Falle und Patienten dargestellt werden. Die
Cluster 540 mit 20,0% und 16,5%, 948 mit 32,0% und 40,1% sowie der Cluster 518M
mit 6,9% aller Falle und 5,2% aller Patienten dominierten hier das Gesamtbild.

Mogliche nosokomiale VRE-Ubertragungen
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Abbildung 53: Mégliche nosokomiale Ubertragungen je Cluster.

Der Trend setzte sich auch in Abbildung 53 teilweise weiter fort. Hier dominierten die
beiden Cluster 540 (23,4%) und 948 (64,1%) bei der Anzahl an mdglichen
Ubertragungen sogar noch deutlicher. Nach den beiden groBen Clustern
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unterschieden sich die né&chstgroBeren mit je nur zwei angenommenen
Ubertragungen binnen zwdlf Monaten in allen 37 untersuchten Stationen kaum noch
voneinander. lhre Zahlen an méglichen Ubertragungen standen auch in keinem
Vergleich mehr zu denen der groBen Cluster. Der Cluster 518M verfligte hier sogar
nur lber eine einzige potenzielle Ubertragung und war damit in diesem Vergleich
eines der Schlusslichter.

Mégliche VRE-Ubertragungen pro Fall
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Abbildung 54: Mégliche VRE-Ubertragungen der Cluster pro Fall.

Bei einer Betrachtung der maglichen VRE-Ubertragungen pro Fall zeigte sich, dass
auch hier der Cluster 948 weit vorne lag, gefolgt von den Clustern 540 und 1059.
Cluster 948 hatten also nicht nur die meisten méglichen Ubertragungen wegen
seiner hohen Patientenzahl, sondern auch wegen einer hohen relativen

Ubertragungswahrscheinlichkeit.
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Die méglichen Ubertragungen wurden zusétzlich auch auf die einzelnen Stationen
aufgeschlisselt, um vorherrschende Muster erkennen zu kénnen.

Mégliche VRE-Ubertragungen pro Station
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Abbildung 55: Mégliche VRE-Ubertragungen nach Clustern pro Station.
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Auffallig war hierbei, dass alle wahrscheinlichen Ubertragungen von VRE-Stadmmen
verursacht wurden, die einem der sieben in Abbildung 55 dargestellten Clustern
angehorten. Fir die Bakterien der anderen 32 Cluster konnte im selben Zeitraum
keine einzige potenzielle Ubertragung detektiert werden.

Die Station der Nephrologie (17) war hierbei mit knapp 20% aller potenziellen
Ubertragungen weit filhrend, aber auch die Intensivstationen 92 (15,9%) und 93
(14,3%) besaBen hohe Zahlen an wahrscheinlichen Ubertragungen. Auch die Menge
an maglichen Ubertragungen in den beiden Normalstationen der Chirurgie (Station
56 und 57), Gastroenterologie (Station 14 und 15) und Onkologie (Station 20 und 21)
war im Vergleich zur Gesamtheit erhéht.

Eine Besonderheit war, dass die Station 17 der Nephrologie, wie bereits gezeigt, die
meisten méglichen Ubertragungen zu verzeichnen hatte, obwohl sie sich sowohl bei
den VRE-Tagen als auch bei den VRE-Féllen eher im Mittelfeld befand. Interessant
war hierbei auch, dass die méglichen Ubertragungen der Nephrologie zu 76,9 % von
Bakterien aus nur einem Cluster (948) stammten.

Neben der Station 17 stammten auch auf den meisten anderen Stationen fast alle
mdglichen Ubertragungen von Erregern aus nur einem Cluster. Nur auf vier
Stationen war dies nicht der Fall. Auf der Station 90 und 57 teilten sich dabei die
mdglichen Ubertragungen etwa halftig auf die Cluster 540 und 948 auf. In der
gréBten Onkologischen Station 20 waren Enterokokken der Beiden Cluster 948 und
518M je halftig fir die beiden potentiellen Ubertragungen verantwortlich und in der
gastroenterologischen Intensivstation gab es sogar méglichen Ubertragungen von
VRE-Stdmmen aus sechs verschiedenen Clustern, von denen auch keiner klar
dominierte. Bis auf die vier eben genannten Stationen, von denen zwei aufgrund
ihrer geringen Anzahl an potenziellen Ubertragungen nicht aussagekraftig waren,
hatten alle anderen Stationen ein préaferiertes Cluster, aus dem fast alle potenziellen
Ubertragungen von Vancomycin-resistenten Enterokokken stammten. In 61,5% aller
Stationen war dies der Cluster 948, in 15,4% aller Stationen der Cluster 540 und in
23,0% konnte ein klar fihrendes Cluster nicht bestimmt werden.

An dieser Stelle sollte allerdings darauf hingewiesen werden, dass die beiden in
dieser Analyse dominierenden Cluster 948 und 540 fur etwa 88,90% aller mdglichen
Ubertragungen verantwortlich waren, womit diese Dominanz zum Teil erklart werden

konnte.
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3.7.2 Stationen

Alle Stationen, auf denen es mégliche Ubertragungen gegeben hatte, wurden jeweils
einzeln betrachtet und mit dem Durchschnitt der Gesamtheit aller Stationen
verglichen. Des Weiteren erfolgte die Bestimmung der Anzahl und zeitlichen
Verteilung der méglichen Ubertragungen.

Die taggenaue Darstellung wurde nur fur Cluster beigefligt, auf denen es die
Méglichkeit einer Ubertragung gegeben hatte. In den Abbildungen entspricht je eine
Zeile einem Patienten, in grin sind Zeiten ohne bekannten VRE-Befund, in rot
bekannte VRE-positive Zeiten eingezeichnet. Stationsaufenthalte, in denen der
Patient weder VRE-positiv war, noch geworden ist, wurden aus Ubersichtsgriinden
ausgeblendet.

Es erfolgte zudem eine Markierung aller Patienten, die auf der jeweiligen Station zum
ersten Mal VRE-positiv getestet wurden. Hellblau steht hierbei flr einen
mitgebrachten Keim, dunkelgrau flr einen nosokomial und hellgriin fir einen durch
Eingangsscreening detektierten Erreger.

In der Auswertung fielen vor allem Stationen der Gastroenterologie und Onkologie
aufgrund ihrer hohen VRE-Belastung auf. Da deren Patienten sehr haufig die
Stationen innerhalb dieser Kliniken wechselten, wurden diese beiden Fachgebiete

noch einmal gesondert betrachtet.

Aus datenschutzrechtlichen Grinden mussten in den taggenauen Darstellungen die
Datumsangaben entfernt werden. Zur besseren Einordnung sei aus diesem Grund
hier angemerkt, dass jeder Tag durch eine senkrechte Spalte dargestellt wird.
Montage wurden dartber hinaus zur besseren Lesbarkeit in den Tabellen verbreitert.
Dieses Schema wurde in Abbildung 56 exemplarisch anhand der Station 91

veranschaulicht.
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Abbildung 56: Exemplarische Darstellung der weiter unten folgenden taggenauen Darstellungen anhand Station
91.
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3.7.3 Station 14

Die Station war eine von zwei Normalstationen der Gastroenterologie.
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Abbildung 57: Statistische Daten der Station 14 im Vergleich zur Gesamtheit.

Station 14 war eine Uberdurchschnittlich groBe Station. Sie hatte wie die gesamte
Gastroenterologie eine vergleichsweise hohe VRE-Last. Durchschnittlich 8,3 % aller
Patienten, die gleichzeitig auf der Station lagen, waren mit Vancomycin-resistenten
Enterokokken kontaminiert. Die Inzidenzdichte war mit 9,1 Fallen pro 1000
Patiententagen ebenfalls stark erhéht. Die Station besalB3 aber trotz dieser hohen
Belastung nur eine durchschnittliche Zahl an méglichen Ubertragungen.
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Abbildung 58: Taggenaue Abbildung der beiden Hauptcluster der Station 14 im zeitlichen Verlauf.
Im Studienzeitraum ereigneten sich zwei potenzielle Ubertragungen des Clusters
948. Der Cluster war dabei zwar Uber einen langeren Zeitraum prasent, flihrte aber

trotzdem erst am Ende des Beobachtungszeitraums binnen einer Woche zu den
beiden Ubertragungen.
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3.7.4 Station 15

Station 15 war die zweite Normalstation der Gastroenterologie am
Universitatsklinikum Regensburg.
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Abbildung 59: Statistische Daten der Station 15 im Vergleich zur Gesamtheit.

Die Station 15 gehérte zu den UGberdurchschnittlich groBen Stationen und hatte etwa
50% mehr Patiententage als der Durchschnitt. Die VRE-Tage, -Falle und -Patienten
waren aber noch weit starker gegentiber der Gesamtheit erhdht.
Genau wie Station 14 war auch diese Station von einer Uberproportionalen VRE-
Last, die fast drei Mal so hoch wie der Durchschnitt war, betroffen.
Im Gegensatz zu deren Schwesterstation war aber auch die Anzahl an potenziellen
Ubertragungen mit fiinf gegeniiber den 1,7 der Gesamtheit stark erhéht.
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Abbildung 60: Taggenaue Abbildung der Cluster 540 und 948 der Station 15 im zeitlichen Verlauf.

Cluster 540 war auf der Station Uber langere Zeit vertreten und flhrte in drei
kleineren Ausbriichen zu vier méglichen Ubertragungsereignissen innerhalb der
untersuchten zwdlf Monate. Der zweite groBe Cluster 948 war ab dem zweiten
Viertel des Untersuchungszeitraums auf der Station prasent, fihrte aber erst kurz vor
dem Ende der Aufzeichnungen zu einer méglichen Ubertragung.
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3.7.5 Station 17

Station 17 hatte als Nephrologie viele immungeschwéchte Patienten zu versorgen.
Ihre Patienten waren somit zusammen mit denen der Onkologie besonders anfallig
fir schwerwiegende Konsequenzen bei einer Infektion mit Vancomycin-resistenten

Enterokokken.
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Abbildung 61: Statistische Daten der Station 17 im Vergleich zur Gesamtheit.

Die 17 war eine Station mit einer durchschnittlichen Zahl an Patiententagen, aber sie
verflgte Uber eine groBe Menge an VRE-positiven Patienten und Féllen. Die mittlere
tagliche VRE-Last lag dabei um die 8% Marke herum. Die Anzahl an potenziellen
Ubertragungen war mit 13 die hdchste, die in dieser Studie fiir eine einzelne Station

gemessen werden konnte.

T s 17
o s 1 1

w1 ] —

877 948 17

1126 948 17

131 s 17

Abbildung 62: Taggenaue Belegungsabbildung des Clusters 948 der Station 17 im zeitlichen Verlauf.

Station 17 wurde von dem groBen Cluster 948 dominiert. Nach einer einzelnen
potenziellen Ubertragung im August des Jahres 2017 hauften sich die tbrigen neun
Ereignisse des Clusters an zwei Stellen, im November 2017 und Marz 2018, was auf
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mogliche groBe Ausbriche in diesen Zeitrdumen hindeutete. Vor allem die Haufung
im November war die GrdBte, die in allen untersuchten Stationen beobachtet werden
konnte.
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Abbildung 63: Taggenaue Abbildung der Belegung der Cluster 540 und 1059 auf der Station 17 im zeitlichen
Verlauf.

Die beiden kleineren Cluster der Station hatten im Untersuchungszeitraum nur zwei
(Cluster 540) und eine (Cluster 1059) potenzielle Ubertragungen vorzuweisen und
kamen auch nicht dauerhaft auf der Station vor.
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3.7.6 Station 18

Eine der beiden Normalstationen der Kardio- und Pneumologie.
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Abbildung 64: Statistische Daten der Station 18 im Vergleich zur Gesamtheit.

Station 18 war eine Station mit einer Gberdurchschnittlichen Patiententage-Zahl aber
einer unterdurchschnittlichen Zahl an VRE-Fallen, -Patienten und -Tagen. Auf der
Station der Kardiologie gab es im untersuchten Zeitraum nach den Kriterien der
Studie nur eine einzige potenzielle Ubertragung, im August 2017. Der dafir
verantwortliche Cluster 948 war bis auf die in Abbildung 65 dargestellte Zeit nicht auf

der Station vertreten.

@
2
E
3

w18 i
650 45 19

Abbildung 65: Taggenaue Abbildung der Belegung des Clusters 948 der Station 18 im zeitlichen Verlauf.
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3.7.7 Station 20

Bei der Station 20 handelte es sich um die gr6Bte onkologische Station.
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Abbildung 66: Statistische Daten der Station 20 im Vergleich zur Gesamtheit.

Die Station zeichnete sich bei durchschnittlicher Belegung durch eine sehr hohe
Anzahl an VRE-positiven Patienten und VRE-Tagen aus. Die VRE-Last war mit fast
13% eine der hbéchsten gemessenen innerhalb dieser Studie. In dieser
onkologischen Station konnten aber trotz dieser hohen VRE-Last nur zwei mdgliche
Ubertragungen aus zwei verschiedenen Clustern detektiert werden.
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Abbildung 67: Taggenaue Abbildung der Belegung der Cluster der Station 20 im zeitlichen Verlauf.

Die potenzielle Ubertragung des Clusters 540 ereignete sich im Dezember 2017, die
des Clusters 518M bereits im Juni 2017.
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Zusatzlich zu den IR-Biotyper Ergebnissen wurden die beiden onkologischen
Normalstationen auch mittels MLST untersucht, mit deren Hilfe ebenfalls die
méglichen Ubertragungen gezahlt wurden.
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Abbildung 68: MLST-Daten der Station 20 im zeitlichen Verlauf.

Die MLST-Daten von Station 20 wiesen auf sechs mégliche Ubertragungen hin, was
dem dreifachen der Biotyper-Analyse entsprach. Alle potenziellen Ubertragungen
stammten dabei von Proben, die den ST-Typen 117 oder 80 zugeordnet werden
konnten. Der groBe Unterschied in der Zahl der méglichen Ubertragungen kam
aufgrund der unterschiedlichen Herangehensweise der Typisierungsverfahren
zustande. Bei dem Multilocus-sequence-typing (MLST) werden, wie bereits im
Material und Methoden Teil beschrieben, nur 7 sogenannte Housekeeping-Gene
analysiert, die sehr mutationstrage sind und Beobachtungen Gber groBe Zeitrdume
zulassen. Der Biotyper dagegen erstellt mittels Infrarotspektroskopie einen
individuellen Fingerabdruck flr jede gemessene Probe und vergleicht anschlieBend

alle analysierten Proben miteinander im Rahmen einer Verwandtschaftsanalyse.
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3.7.8 Station 21

Bei dieser Station handelte es sich um eine weitere onkologische Normalstation.
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Abbildung 69: Statistische Daten der Station 21 im Vergleich zur Gesamtheit.

Station 21 verflgte im Zeitraum der Studie Uber eine erhdhte VRE-Last. Verglichen
mit der onkologischen Station 20 hatte sie aber weniger VRE-Patienten, -Falle und
-Tage vorzuweisen, daflir war die Zeit, die ein positiver Patient stationar verbrachte
erhoéht. Die Zahl der méglichen Ubertragungen war mit vier etwas mehr als doppelt
so hoch wie der Klinikdurchschnitt oder der Wert der gréBeren Schwesterstation.
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Abbildung 70: Taggenaue Abbildung der Belegung des Clusters 948 der Station 21 im zeitlichen Verlauf.
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Alle potenziellen Ereignisse wurden auf der Station bei Patienten, die Trager von
VRE des Clusters 948 waren detektiert. Dabei gab es einen Fall, der im November
2017 auftrat und eine gréBere Haufung am Ende des Auswertungszeitraums.
Innerhalb von nur einer Woche gab es hier drei potenzielle Ubertragungen von
resistenten Enterokokken.

Anders als auf der Schwesterstation 20 gab es auf dieser Station keine
Verdachtsfélle von Ansteckungen durch Enterokokken aus anderen Clustern.
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Auch die Station 21 wurde nochmals mithilfe des Multilocus-sequence-typings auf
potenzielle Ubertragungen untersucht.
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Abbildung 71: MLST-Daten der Station 21 im zeitlichen Verlauf.

Mittels der MLST-Cluster wurden fiinf mégliche Ubertragungen festgestellt. Dies
entsprach nur einem kleinen Anstieg gegentber den vier aus der IR-Biotyper
Analyse. Auch hier waren, wie in der Schwesterstation, ausschlielich Proben mit
den ST-Typen 117 und 80 firr potenzielle Ubertragungen verantwortlich.
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3.7.9 Station 56

Die Station 56 war ein Vertreter der chirurgischen Stationen des Krankenhauses. Der
Schwerpunkt lag bei der Viszeral- und Allgemeinchirurgie.
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Abbildung 72: Statistische Daten der Station 56 im Vergleich zur Gesamtheit.

Bei einer eher durchschnittlichen Patientenzahl waren auf dieser Station die VRE-
Tage, -Falle und die Zahl, der mit VRE-besiedelten Patienten deutlich erhéht. Die
Inzidenzdichte und VRE-Last waren dagegen nur leicht erhéht. Die Anzahl mdglicher
Ubertragungen war mit drei Fallen des Clusters 948 ebenfalls nur wenig héher als in

der Gesamtheit.

Abbildung 73: Taggenaue Abbildung der Belegung des Clusters 948 der Station 56 im zeitlichen Verlauf.

Mit drei potenziellen Verbreitungen war der Cluster 948 auf dieser Station der gréBte
und auch einzige Cluster mit potenziellen Ereignissen, die eine Haufung Ende

Dezember 2017 aufwiesen.
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3.7.10 Station 57

Bei Station 57 handelte es sich um eine weitere chirurgische Station. Der
Schwerpunkt lag hier auf der Viszeralchirurgie.
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Abbildung 74: Statistische Daten der Station 57 im Vergleich zur Gesamtheit.

Da die Station 57 Uber ein fast identisches Patientenkollektiv verfligte wie Station 56,
war es nicht verwunderlich, dass eine groBe Ahnlichkeit bezliglich der statistischen
Daten bestand. Auch auf dieser Station gab es Uberdurchschnittlich viele VRE-Tage,
-Falle und vor allem VRE-positive Patienten. Sowohl die tagliche VRE-Last als auch
die durchschnittliche Liegezeit der VRE-positiven Patienten waren zudem erhoht. Im
Unterschied zu ihrer Schwesterstation gab es aber auf dieser chirurgischen Station
zwei unterschiedliche Cluster, die fiir sieben Falle einer méglichen Ubertragung

verantwortlich waren.

Abbildung 75: Taggenaue Abbildung der Belegung der Cluster 948 und 540 der Station 56 im zeitlichen Verlauf.

Der Cluster 540 war Uber die gesamte Beobachtungszeit auf der Station prasent. In
diesem Zeitraum kam es zu drei méglichen Ubertragungen. Bakterien des Clusters
948 waren dagegen lange nicht auf dieser Station heimisch. EIf Wochen nach ihrem
ersten Erscheinen flhrten sie dann allerdings innerhalb einer Woche zu drei

potenziellen Ubertragungen und nur wenig spéter zu einer vierten.
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3.7.11 Station 90

Die in drei kleinere Bereiche aufgeteilte Station 90 war die operative Intensivstation
des UKR. Da die Unterstationen sich aber einen Personalpool teilten und raumlich
nicht getrennt waren, wurden sie in dieser Arbeit wie eine Station behandelt.
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Abbildung 76: Statistische Daten der Station 90 im Vergleich zur Gesamtheit.

Auf Station 90 konnte eine weit Uberdurchschnittliche Anzahl an VRE-positiven
Patienten gezahlt werden und auch die VRE-Last war im Vergleich zu der
Gesamtheit aller Stationen deutlich erhdht. Mit zwei potenziellen Ubertragungen
rangierte die Station in diesem Punkt aber eher im Mittelfeld.
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Abbildung 77: Taggenaue Abbildung der Belegung der Cluster 540 und 948 der Station 90 im zeitlichen Verlauf.

Im Zeitraum vom 11.08.2017 bis zum 20.12.2017 war der Cluster 540 zu jedem
Zeitpunkt auf der Station mit mindestens einem Patienten vertreten. Innerhalb dieser
Zeit erfolgte aber nur eine potenzielle Verbreitung. Vor und nach diesem Zeitraum
kamen Enterokokken dieses Clusters so gut wie nicht auf der Station vor.

Cluster 948 hatte ebenfalls nur eine mégliche Ubertragung zu verzeichnen und war
wahrend des Untersuchungszeitraums auch nicht gehauft oder tber einen langeren
Zeitraum auf der Station zu finden.
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3.7.12 Station 91

Bei dieser Station handelte es sich um die Intensivstation der Neurochirurgie.
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Abbildung 78: Statistische Daten der Station 91 im Vergleich zur Gesamtheit.

Station 91 befand sich bei den Patiententagen unter dem Durchschnitt. Dies war
aber bei einer Intensivstation mit deutlich weniger Betten im Vergleich zu einer
Normalstation nicht weiter verwunderlich. Auch bei den anderen statistischen Werten
fand sich die Station immer im unteren Bereich wieder. Einzig bei der Liegezeit VRE-
positiver Patienten lag die Station Gber dem Schnitt der Gesamtheit.

Die Intensivstation hatte nur eine potenzielle Ubertragung des Clusters 540 Mitte
Dezember 2017 zu verzeichnen, ansonsten waren Erreger dieses Clusters nicht auf

der Station heimisch.

JsLuiny

g
£

Abbildung 79: Taggenaue Abbildung der Belegung des Clusters 540 der Station 91 im zeitlichen Verlauf.

122



Ergebnisse

3.7.13 Station 92

Station 92 war die Intensivstation der Medizinischen Klinik |I.
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Abbildung 80: Statistische Daten der Station 92 im Vergleich zur Gesamtheit.

Bei relativ wenigen Patiententagen wies die Station 92 die meisten VRE-positiven
Patienten und Falle auf, auch bei der taglichen VRE-Last lag die Station mit 19% an
erster Stelle. Mit zehn méglichen Ubertragungen lag die Station auch in diesem
Punkt weit Gber dem Durchschnitt und sicherte sich nach der Station 17 den zweiten

Platz in dieser Kategorie.
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Abbildung 81: Taggenaue Abbildung der Belegung der Cluster 540 und 948 der Station 91 im zeitlichen Verlauf.

Im Cluster 540 gab es drei potenzielle Verbreitungen eines Vancomycin-resistente
Enterococcus faecium, mit einer Haufung im Dezember 2017. Im zweiten auf allen

Stationen weit verbreiteten Cluster 948 gab es nur zwei mdgliche Ubertragungen.
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Wahrend Enterokokken des Clusters 540 bereits zu Beginn des untersuchten
Zeitraumes auf der Station prasent waren, erschienen Patienten, die Trager eines
Bakteriums des Clusters 948 waren, erst ab Oktober 2017 in gréBeren Zahlen.
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Abbildung 82: Taggenaue Abbildung der Belegung der Cluster 534, 549, 711 und 1059 der Station 92 im
zeitlichen Verlauf.

Neben dem zweiten groBen Cluster 948, wurden weitere finf Ereignisse von vier
verschiedenen kleineren Clustern detektiert. Cluster 534 war hier der Cluster, der die
meiste Zeit auf der Station anzutreffen war. AuBerdem hatte er mit zwei Ereignissen
innerhalb der kleinen Cluster die meisten potenziellen Ubertragungen. Die anderen
drei Cluster 549, 711 und 1059 verzeichneten nur je eine mdgliche Ubertragung und
waren auch nur fir kurze Zeit auf der Station anzutreffen.

Insgesamt wurden die wahrscheinlichen Ubertragungen der Station 92 von
Enterokokken-Stammen aus sechs verschiedenen Clustern verursacht. Damit wies
diese Station die groBte Diversitdit bei den fiir potenzielle Ubertragungen
verantwortlichen Erregerstdmmen auf. Zusatzlich gehdrte die 92 zu den wenigen
Stationen, bei denen keiner der Cluster bei der Zahl méglicher Ubertragungen klar

dominierte.
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3.7.14 Station 93

In dieser Station war die Intensiveinheit der Medizinischen Klinik Il (Kardiologie,
Pulmologie, Nephrologie) und der Medizinischen Kilinik 1l (Hamato-Onkologie)

untergebracht.
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Abbildung 83: Statistische Daten der Station 93 im Vergleich zur Gesamtheit.

Ahnlich wie die 92 hatte auch diese Station bei einer eher unterdurchschnittlichen
Patiententagezahl eine weit dberdurchschnittiche Anzahl an VRE-positiven
Patienten und méglichen Ubertragungen. Die VRE-Last war dagegen nur leicht
erhdht. Insgesamt ereigneten sich im Untersuchungszeitraum auf dieser Station
neun potenzielle Ubertragungen. Acht dieser Ereignisse waren Patienten, die Trager
von VRE des Clusters 948 waren, zuzuschreiben. Ab Ende Oktober 2017 war der

Cluster immer wieder fiir potenzielle Ubertragungen verantwortlich, vier davon

ereigneten sich Ende 2017.
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Abbildung 84: Taggenaue Abbildung der Belegung der Cluster 540 und 948 der Station 93 im zeitlichen Verlauf.
Die beiden senkrechten Linien bilden einen Zeitsprung von 8 Wochen ab.
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3.7.15 Station 97

Station 97 war die Intensivstation der Herz-Thorax-Chirurgie.
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Abbildung 85: Statistische Daten der Station 97 im Vergleich zur Gesamtheit.

Der einzige Wert dieser Station, der neben den Uberdurchschnittlichen VRE-
Patientenzahl vom Durchschnitt aller Stationen stark abwich, war die Anzahl an
méglichen Ubertragungen. Die Intensivstation hatte insgesamt vier dieser Ereignisse
vorzuweisen, alle stammten von Enterokokken des Clusters 948.
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Abbildung 86: Taggenaue Abbildung der Belegung des Clusters 948 der Station 97 im zeitlichen Verlauf.

Vor allem zu Beginn des Studienzeitraums verzeichnete die Station mehrere
potenzielle Ubertragungen. Anfang Dezember 2017 ereignete sich noch eine Vierte
und Letzte.
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3.7.16 Stationen mit gastroenterologischem oder onkologischem
Patientengut

Tabelle 24: Statistische Daten der Gastroenterologie und Onkologie, sowie der Intensivstation 93.
NN = nicht nachweisbar

MU = Mégliche Ubertragungen

Pat Tage = Patienten Tage

St. = Stationen

Mittlere Mittlere Inzidenzdichte

. . . .. tagliche VRE
Pat Tage VRE Tage VRE Fille VRE Patienten Mogliche Ubertragungen VRE Tage VRE Tage

Last pro Fall

14/15/92 | 22645 2516 292 98 17 11,1 8,61 12,9

20/21/93 | 20497 2001 141 73 15 9,8 14,19 6,9

Die Stationen der Onkologie, Gastroenterologie sowie die eigentlich zur Inneren
Medizin Il gehdrende interdisziplindre Intensivstation 93, auf der Patienten der
Onkologie, Pulmologie, Nephrologie und Kardiologie versorgt wurden, gehérten zu
den Bereichen, die einer sehr hohen Belastung an Vancomycin-resistenten
Enterokokken ausgesetzt waren. So standen diese Stationen zwar nur fir 18,3%
aller Patiententage, aber gleichzeitig auch fur 52,5% aller VRE-Félle und 52,8% aller
VRE-Tage. Mit 50,7% aller mdglichen Ubertragungen waren diese sechs Stationen,
die vor allem Patienten der Onkologie und Gastroenterologie versorgten, fir diese
Arbeit von hervorgehobenem Interesse. Von allen in die Studie eingeschlossenen
Patienten besuchten im Untersuchungszeitraum 62,9% zu einem beliebigen
Zeitpunkt entweder die Stationen der Onkologie oder die der Gastroenterologie.

Statistik Gastroenterologie, Onkologie und St. 93
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Abbildung 87: Statistik der Stationen 14, 15, 20, 21 92 und 93.
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Die Daten der drei gastroenterologischen Stationen wurden in Abbildung 88 mit den
Daten von drei durchschnittlichen Stationen verglichen.

Gastroenterologie
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Abbildung 88: Statistische Daten der Gastroenterologie verglichen mit drei durchschnittlichen Stationen.

Neben der bereits erwahnten hohen VRE-Tage und -Fallzahl, stach die Innere |
durch eine fast drei Mal so hohe VRE-Last im Vergleich zum Gesamtkollektiv hervor.
Dies &uBerte sich auch durch eine sehr hohe Inzidenzdichte von 12,9 Féllen pro
1000 Patiententagen. Die mittlere Liegezeit von VRE-positiven Patienten war
dagegen nicht erhéht.

Im Untersuchungszeitraum konnten in den Stationen der Gastroenterologie
insgesamt 17 mégliche Ubertragungen nachgewiesen werden. Die folgenden beiden
Abbildungen  dienen dazu, die Verteilung der Cluster (Uber den
Untersuchungszeitraum darzustellen.
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Abbildung 89: Cluster 540 der Gastroenterologie im zeitlichen Verlauf.
Bei Cluster 540 wurde deutlich, dass eine Haufung in der zweiten Halfte des
Untersuchungszeitraums auftrat. Insgesamt war der Cluster flr sieben potenzielle

Ubertragungen verantwortlich.
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Abbildung 90: Cluster 948 der Gastroenterologie im zeitlichen Verlauf.

Zusétzlich hatte die Gastroenterologie auch fiinf mégliche Ubertragungen des
Clusters 948 zu verzeichnen. Bemerkenswert war, dass sich hier sogar noch
deutlicher eine Haufung in der zweiten Hélfte des Untersuchungszeitraums ergab.

Von den flnf méglichen Ereignissen stammten je zwei von den Stationen 92 und 14,

sowie eins von Station 15.
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Abbildung 91: Kleinere Cluster der Gastroenterologie im zeitlichen Verlauf.

In den Stationen der Inneren Medizin | wurden im Zeitraum der Datenerhebung
neben den beiden groBen Clustern auch potenzielle Ubertragungen aus weiteren vier
kleineren Clustern detektiert. Die Bakterien dieser Cluster waren dabei meist nicht
die ganze Zeit auf der Station prasent und flhrten jeweils nur zu zwei (Cluster 534)
oder weniger potenziellen Ubertragungen.

Bei den kleineren Clustern konnte ebenfalls eine zeitliche Differenzierung festgestellt
werden. Die Cluster 549 und 534 waren vor allem am Anfang des
Untersuchungszeitraumes auf den Stationen zu finden, die anderen beiden Cluster

tauchten erst im Verlauf und eher zum Ende der Datenerfassung hin auf.

Die Stationen der Gastroenterologie teilten sich dieselbe Diagnostik und verlegten
bei raumlicher Nahe und einem sich Uberlappenden Mitarbeiterpool die Patienten
sehr haufig zwischen den einzelnen Stationen dieser Klinik. Aus diesem Grund
wurden die Patienten in der folgenden Auswertung nicht mehr nach der jeweiligen
Station getrennt. Alle Aufenthalte wurden so vermerkt, als ware die
Gastroenterologie nur eine Station.

Dabei konnten 30 mégliche Ubertragungen festgestellt werden. Wahrend sich bei
den kleineren Clustern kaum etwas anderte, kam es bei den beiden GroB3en Clustern
540 und 948 fast zu einer Verdopplung.
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Abbildung 92:Taggenaue Abbildung der Belegung des Clusters 540 der Gastroenterologie im zeitlichen Verlauf.

Mithilfe dieser neuen Betrachtungsweise konnte der Zeitraum verdeutlicht werden, in
dem Enterokokken eines Clusters in der Klinik prasent waren. Auch hier gab es eine
deutliche Haufung gegen Ende des Untersuchungszeitraumes. Cluster 540 hatte
sein Maximum an VRE-Fallen und potenziellen Ubertragungen dabei wie in
Abbildung 92 ersichtlich im Dezember 2017. Wahrend die Haufigkeit der
Enterokokken dieses Clusters im Jahr 2018 leicht abnahm, stieg sie dagegen fir die
Bakterien des Clusters 948 stark an. Cluster 948 erreichte sein Maximum an
mdglichen Ubertragungen und VRE-Féllen erst im Marz 2018 (Abbildung 93), was
dem Ende der Datenerhebung entsprach. Eine Reduktion der VRE-Fallzahlen konnte
bei diesem Cluster somit nicht beobachtet werden.
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Abbildung 93: Taggenaue Abbildung der Belegung des Clusters 948 der Gastroenterologie im zeitlichen Verlauf.
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Onkologie und Intensivstation 93
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Abbildung 94: Statistische Daten der Stationen 20, 21 und 93 verglichen mit der Klinikgesamtheit.

Auch die Onkologie und die onkologische Patienten versorgende Intensivstation 93
verfugten Uber hohe Raten an VRE-Tagen und -Fallen, die aber unter dem Niveau
der Gastroenterologie lagen. Gegeniber dem Durchschnitt aller Stationen war die
mittlere tégliche VRE-Last mit 9,8% deutlich erhéht. Auch die Inzidenzdichte war mit
6,9 Féllen je 1000 Patiententage gegenlber der Grundgesamtheit erhdht.

Im Gegensatz zur Gastroenterologie war in den hier untersuchten Stationen auch die

Liegezeit der VRE-positiven Patienten mit 14,2 Tagen pro Fall betrachtlich erhdht.

Allen 15 Ubertragungen der drei Stationen konnten Enterokokken aus den Clustern
540, 948 und 518M zugeordnet werden.
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Abbildung 95: Taggenaue Abbildung der Belegung der Cluster 540 und 518M der Stationen 20, 21 und 93 im
zeitlichen Verlauf.

Das kleinste der drei Cluster (518M) war dabei zwar durchgehend auf der Station 20
prasent, fihrte im Verlauf aber nur zu einer potenziellen Ubertragung. Der Cluster
540 verzeichnete seine einzige Ubertragung auf Station 93. Bei diesem Cluster
wurde eine deutliche Bevorzugung des zweiten Studienabschnitts beobachtet. Vor
Oktober 2017 konnten auf keiner der drei Stationen VRE-positive Enterokokken
dieses Clusters nachgewiesen werden.
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Abbildung 96: Taggenaue Abbildung der Belegung des Clusters 948 der Stationen 20, 21 und 93 im zeitlichen
Verlauf.

Der gréBte Cluster auf den drei untersuchten Stationen mit onkologischen Patienten
war der Cluster 948 mit 13 méglichen Ubertragungen, dabei war dieser Cluster
bereits am Anfang des Studienzeitraums auf Station 93 prasent und breitete sich erst
auf Station 20 und spéter auch auf Station 21 aus. Cluster 948 war wie auch in der
Gastroenterologie vor allem in der zweiten Halfte der untersuchten Zeit aktiv. Gro3e
H&ufungen an VRE-Tagen und auch Ubertragungen wurde im November 2017 und
im Marz 2018 auf den Stationen 93 und 21 beobachtet. Auf Station 20 kam es

dagegen nur zu einer einzigen Ubertragung.

Die Onkologie des Universitatsklinikums hatte wie die Gastroenterologie einen
Uberlappenden Personal Pool und verlegte ebenso haufig Patienten in den raumlich
nahe beieinanderliegenden und im Falle der Normalstationen nur auf dem Papier
getrennten Stationen hin und her. Aus diesem Grund wurde auch hier ein Diagramm
erstellt, das die beiden Hauptstationen der Onkologie und die mitgenutzte

Intensivstation 93 als eine Station darstellte.
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Abbildung 97: Taggenaue Abbildung der Belegung der Cluster der Stationen 20, 21 und 93 im zeitlichen Verlauf.

In Abbildung 97 konnten mit 21 sechs mégliche Ubertragungen mehr als in den
getrennten Stationen gezahlt werden, davon betrafen drei den Cluster 518M, drei
den Cluster 540 und 15 den Cluster 948. Genau wie in der Gastroenterologie dienten
diese Diagramme vor allem der Verdeutlichung, dass die beiden Cluster 948 und 540
erst zu einem spateren Zeitpunkt auf den onkologische Patienten versorgenden
Stationen heimisch geworden waren und von dem Punkt an ihre Prasenz bis zum

Ende des zu erfassenden Zeitraums weiter zunahm.
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Mégliche Ubertragungen
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Abbildung 98: Mégliche Ubertragungen der Stationen 14, 15 und 92 im Vergleich zu den Stationen 20, 21 und 93.

Die mdglichen Ubertragungen der beiden Kliniken wurden in Bezug auf die
Clusterzusammensetzung in Abbildung 98 nochmals dargestellt. In den onkologische
Patienten versorgenden Stationen 20, 21 und 93 wurden alle mdglichen
Ubertragungen von Enterokokkenstdmmen verursacht, die nur drei verschiedenen
Clustern zugeordnet werden konnten. Die Gastroenterologie hatte dagegen mit
sechs verschiedenen Clustern ein bei weitem gréBeres Repertoire an Enterokokken-
Stammen, die fiir mdgliche Ubertragungen verantwortlich waren.
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4 Diskussion

Die Resistenzentwicklung von Bakterien gegen Antibiotika stellt eine der groBen
Herausforderungen der Medizin des 21. Jahrhunderts dar. Aus diesem Grund gibt es
seit dem Jahr 2015 sogar einen globalen Aktionsplan der Welt-Gesundheits-
Organisation (WHO) um die Zunahme von Resistenzen bei Erregern einzuddmmen
(66). Durch Bemihungen bei der Weiterentwicklung von Antibiotika und durch eine
Verbesserung der HygienemaBnahmen ist es zwar bereits gelungen den fir die
meisten  nosokomialen Infektionen  verantwortlichen  Methicillin-resistenten
Staphylococcus aureus in den Krankenhdusern zuriickzudrdngen (29), die
Vancomycin-resistenten Enterokokken dagegen befinden sich in Deutschland und
Europa weiter auf dem Vormarsch (67, 68).
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4.1 Patientenkollektiv

In diesem Kapitel wird das fiir diese Studie verwendete Patientenkollektiv sowie die
Beschaffenheit der analysierten Proben und Bakterien mit Daten aus anderen
Arbeiten verglichen.

Die 272 Patienten dieser Studie setzten sich aus 65,8% Mannern und nur 34,2%
Frauen zusammen. Die Anzahl an Mannern in dieser Studie war damit deutlich
erhdht. Dies kann aber auch in anderen Arbeiten beobachtet werden, etwa in einer
von Goll at al. publizierten Studie, in der 54,3% der Vancomycin-positiven Patienten
mannlichen Geschlechts waren (69), oder in einer erst 2018 erschienenen
Dissertation der Heinrich-Heine-Universitat Disseldorf, in der sogar 133 (59,6%) der
223 VRE-positiven Patienten Manner waren (70). Die erhdhte Anzahl an mannlichen
VRE-positiven Patienten in dieser Dissertation scheint also durchaus in einem
normalen Bereich zu liegen.

Das durchschnittliche Alter der untersuchten Patienten lag bei 62,75 Jahren (SD
14,8) und schwankte zwischen acht Monaten und 88 Jahren. Das Durchschnittsalter
der Patienten der bereits beschriebenen Dissertation aus Dusseldorf lag mit 60,0
Jahren bei einer ebenfalls verminderten Streubreite von 18 bis 83 Jahren nur wenig
darunter. Da alle Patienten dieser Studie aus der Onkologie stammten, war der
Patientenpool zwar nicht vollstandig vergleichbar, es zeigte sich aber eine starke
Ahnlichkeit auch bei der Altersverteilung der Patienten aus Disseldorf und
Regensburg (70).

Die in diese Studie eingeschlossenen Proben bestanden zum GrofBteil aus
Enterokokken des Typs E. faecium (97,8%). Auch Mutters et al. gaben flr einen
Beobachtungszeitraum von Gber finf Jahren an der Universitatsklinik Heidelberg
eine E. faecium Rate bei Vancomycin-resistenten Enterokokken von 94,8% an (71).
Das epidemiologische Bulletin des Robert Koch-Instituts beschrieb fir den Zeitraum
2013/14 mit 92% aller eingesendeten Enterokokken-Stdamme zwar eine etwas
niedrigere, aber immer noch sehr hohe Quote an E. faecium. Die Verteilung der van-
Gene lag hier bei 44,6% vanA- und 45,1% vanB-positiven Bakterien (72).

Klare et al. beschrieben in ihrer Auswertung der Daten des nationalen
Referenzzentrums fir Staphylokokken und Enterokokken von 2011 einen leichten
Uberhang an vanA-positiven Enterokokken (56,8%) (22). Die Daten des
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Universitatsklinikums Regensburg zeigten dagegen, dass in den Anfangsjahren der
VRE-Ausbreitung der vanB-Genotyp in Regensburg deutlich dominierte, wohingegen
die neuesten Daten des RKI fir ganz Deutschland von 2017 (13) genau wie die
Daten dieser Arbeit nur eine leichte Haufung von vanB-positiven Enterokokken
(53,6%) aufweisen. Hier scheint bei den van-Genen eine Anpassung Regensburgs
an die Gesamtheit Deutschlands stattgefunden zu haben.

vanA und vanB Genotypen

Uniklinik Regensburg 2004-2010

vanB

vanA

o 50 100 150 200 250 300

Abbildung 99: vanA- und vanB-Aufteilung der Isolate des UKR im Zeitraum von 2004 bis 2010.

Ein deutlicher Unterschied zu den Daten des nationalen Referenzzentrums fand sich
dagegen bei den Abnahmeorten der Proben. Die in dieser Arbeit verwendeten
Proben stammten zu 63,6% aus Perianalabstrichen und zu 13,6% aus Urin.
Die Publikation des epidemiologischen Bulletins 2007 gab dagegen nur in 22,4%
aller Einsendungen Perianalabstriche und in 10,8% Urin als Abnahmeort an. Bei der
Publikation des RKI muss allerdings darauf geachtet werden, dass 28,4% aller
Isolate als unspezifiziert kategorisiert wurden (73). Zehn Jahre spater (2017) lag der
Wert an unbestimmbaren Proben nur noch bei 7%. Dafiir erhéhten sich die von
Rektalabstrichen gewonnenen Isolate auf 43,5% und die aus Urin stammenden auf
16,5% (13). Nichtsdestotrotz blieb auch mit dieser Steigerung die Rate des UKR an
eingesendeten Perianalabstrichen im direkten Vergleich zum Nationalen
Referenzzentrum erh6ht. Der Grund fir diese Abweichung lag héchstwahrscheinlich
an den in dieser Arbeit Uberreprasentierten VRE-Nachweisen aus der

Gastroenterologie, die 32,7% aller Einsendungen ausmachten.
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Vor allem die Intensivstation der Klinik fir Innere Medizin | (Gastroneterologie) (ITS-
Station 92) war mit 20,9% aller eingesandten Isolate fir diesen Uberschuss
verantwortlich. Im Vergleich dazu kamen in der Studie des nationalen
Referenzzentrums 2016 nur 23,9% der Isolate aus der Inneren Medizin (inklusive
Innere ITS).

Mit 31,6% stammie ein sehr hoher Anteil aller Einsendungen an das
Referenzzentrum von Intensivstationen (13). Dies deckte sich weitestgehend mit den
Daten dieser Dissertation (36,4%), wobei auch hier die leichte Erhéhung durch die
erhéhte Probeneinsendung der Intensivstation der Gastroenterologie verursacht

wurde.

Von den 272 VRE-Patienten dieser Studie wurden 20,2% durch ein
Eingangsscreening detektiert. 18,0% aller Patienten hatten die Enterokokken
mitgebracht und bei 61,8% wurde eine nosokomiale Ubertragung vermutet. Hier
muss noch einmal betont werden, dass fiir die Klassifikation als nosokomial allein der
zeitliche Abstand von der Aufnahme des Patienten bis zur Abnahme der VRE-
positiven Untersuchungsprobe definiert ist und keine tatsachliche nosokomiale
Ubertragung (zeitlicher, nicht kausaler Zusammenhang) bestehen muss. Diese
Daten lieBen sich gut mit denen von Goll et al. in Einklang bringen, die in ihrer
sechsjahrigen Studie eine durchschnittliche nosokomiale Quote von 62,9%
auswiesen (69).

In den Grafiken der Stationen ist zu beachten, dass Patienten, die bereits vor dem
Untersuchungszeitraum VRE-positiv getestet wurden, immer als mitgebrachte Falle
markiert wurden. Dies Einteilung erfolgte auch bei Patienten, deren urspringliche

Ubertragung vor dem Untersuchungszeitraum als nosokomial eingestuft wurde.

Das flr diese Studie verwendete Patientengut ist somit insgesamt mit dem anderer
zum Thema VRE durchgefiihrter Studien vergleichbar. Auch die eingesendeten
Isolate unterscheiden sich, abgesehen vom Abnahmeort, nur wenig von den Daten
des nationalen Referenzzentrums. Die Ergebnisse dieser Arbeit bestatigen somit
auch die in anderen Studien ermittelten Daten.
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4.2 Diskussion der Cut-Off-Werte und Clustereinteilung

Der IR-Biotyper ermittelte fir jede Auswertung automatisch einen Cut-Off-Wert.
Dabei versuchte das Programm diesen Wert mdglichst niedrig zu halten, ohne dass
dabei Proben zersplitterten. Ein Cut-Off-Wert von eins stand dabei far die
Vereinigung aller Messpunkte in nur einem Cluster, bei null entsprach die Anzahl der
Cluster der Anzahl an einzuteilenden Messpunkten, womit jeder Wert sein eigenes
Cluster besaB3. Die zu verwendenden Cut-Off-Werte unterscheiden sich je nach
Spezies, eine Liste von Bruker ist unter 2.3.4 zu finden.

Um die Ergebnisse des IR-Biotypers aus mehreren Projekten miteinander
vergleichen zu kénnen, war es nétig, den Cut-Off-Wert immer an dieselbe Stelle zu
legen. Dies war nur in der Auswertungsmethode Euclidean-average-linkage maéglich,
da nur hier die Skalierung der X-Achse sich nicht abhdngig von der Probenanzahl
veranderte. Die Cut-Off-Werte aller anderen Auswertungsfunktionen des Biotypers
konnten nicht miteinander verglichen werden und dienten nur der besseren

Veranschaulichung der Ergebnisse eines Projekts (60).

FUr diese Arbeit wurde bei den zu vergleichenden Auswertungen, wie der Validierung
oder den Agar Tests, darauf geachtet, dass immer derselbe Cut-Off-Wert flr eines
dieser Projekte verwendet wurde.

Die Werte wurden so eingestellt, dass bei einem mdglichst kleinen Cut-Off (der bei
Enterokokken zwischen 0,15 und 0,2 liegen sollte) so wenig Proben wie mdglich
streuten.

Als Beispiel dient hier der Agar-Versuch, bei dem drei Nahrb6den miteinander
verglichen werden sollten und aus diesem Grund ein gemeinsamer Cut-Off-Wert
gesucht wurde. Wie in Abbildung 100 deutlich wird, teilen sich bei einem Cut-Off-
Wert von 0,190 viele Proben zwischen den beiden umrahmten Clustern auf. Dies ist
ein Zeichen, dass es sich bei den beiden kleineren Clustern eigentlich um einen
GroBen handelt, aber der Cut-Off-Wert zu niedrig eingestellt ist. Bei einer minimalen
Erhéhung auf 0,191 zeigt sich, dass nun alle Proben sauber in den neuen gréBeren
Cluster eingeordnet werden.
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Bei einem Blick auf die Abbildung mit dem Cut-Off-Wert 0,191 fallt zudem auf, dass
alle noch Ubrigen Cluster nur sehr entfernt miteinander verwandt sind. Bei einer
weiteren Cut-Off Verschiebung kann also erst bei einer extremen Erhéhung (Uber die
Grenze von 0,2 hinaus) mit einer weiteren Verbesserung der Splitterung gerechnet
werden. Auf diese Weise war es moglich fur jedes Projekt einen moglichst optimalen
Cut-Off-Wert zu finden.

An dieser Stelle muss angemerkt werden, dass der Cut-Off-Wert
untersucherabhangig ist. Durch das Auffinden von Werten, bei denen eine minimale
Senkung eine starke Zersplitterung zwischen zwei neu entstandenen Clustern und
eine Linksverschiebung erst bei einer unverhaltnismaBigen Erhéhung oder dem
Uberschreiten des empfohlenen Héchstwerts fiir Enterokokken eine Verbesserung
brachte, war es trotzdem mdglich einen guten und reproduzierbaren Cut-Off-Wert zu

finden.

Cut-Off: 0,190 Cut-Off: 0,191

Abbildung 100: Ausschnitt aus dem Biotyper Programm, Auswertung Miller-Hinton-Agar Versuch.
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Die Einteilung der Isolate dieser Arbeit in Cluster erfolgte bei einem Cut-Off-Wert von
0,188. Auch hier hatte es wie in Abbildung 100 einen Punkt gegeben, an dem viele

Proben zwischen zwei Clustern splitterten und vereint werden konnten.

Die Wabhrscheinlichkeit, dass die beiden Messpunkte jeder Probe dabei falsch
einsortiert wurden, lag wie unter 3.4 beschrieben bei 0,5% (+0,19).

Bei 250 eingeteilten Proben bedeutete dies, dass héchstwahrscheinlich ein bis zwei
Patienten in einen falschen Cluster eingeteilt wurden. Dies ist ein durch die
Messungenauigkeit der Maschine hervorgerufener und nicht vermeidbarer Fehler,
wie er bei allen Typisierungs- und Messverfahren auftritt (74, 75).

Die Gesamtclustereinteilung wurde zusatzlich auch noch durch einen Versuch
Uberprift, bei dem fiir alle Isolate einer Station vier Messpunkte analysiert wurden.
Dabei zeigte sich, dass vor allem in kleinen Stationen eine sehr gute
Reproduzierbarkeit gegeben war. In den gréBeren Stationen mit mehreren hundert
Messpunkten kam es zwar zu vereinzelten Clusterverschiebungen, dies konnte aber
sowohl auf den nicht zu umgehenden Messfehler von 7,1%, als auch auf
Verunreinigungen, die mit dem Einflgen splitternder Messpunkte, die in der
Gesamtclustereinteilung in einem Vorversuch identifiziert und ausgeschlossen
worden  waren, zurlckgefiihrt werden. Die Gesamtauswertung dieses
Kontrollversuchs machte deutlich, dass die Clustereinteilung auch bei einem
Einflgen von mehr und anderen Messpunkten reproduzierbar blieb.
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4.3 Agar Versuch

In der Arbeitsanweisung gab Bruker fir die Kultivierung aller Bakterien den
Columbia-Blut-Agar als Nahrmedium an. Um aber speziell fir Enterokokken den
optimalen Agar zu finden, wurde trotzdem ein Versuch durchgefiihrt, in dem drei

vielversprechende Nahrmedien miteinander verglichen wurden.

Bei den drei Nahrmedien handelte es sich um Columbia-Frischblut-, Miller-Hinton-I1-
und Herz-Hirn-Agar, deren Herstellung und Zusammensetzung unter 2.5
beschrieben wurden.

FOr den Vergleich dieser Nahrmedien wurden die Erfolgsquoten der Messungen,
Auswertungen und der Gesamtwert aller far spatere Untersuchungen verwendbaren
Messpunkte betrachtet. Am wichtigsten war hierbei eine hohe Messgenauigkeit, die
mit der Anzahl an falsch eingeordneten Messpunkten zusammenhing.

Ob ein Messpunkt falsch eingeordnet worden war zeigte sich dadurch, dass er nicht
mit den anderen Messpunkten seines Isolats im selben Cluster zu finden war. Als
richtiger Cluster galt dabei der, in dem die Mehrheit der Messpunkte einer Probe
landeten. Bei 20 und mehr Messpunkten je Probe gab es nur selten Probleme
einzelne Splitter zu identifizieren.

Um den Einfluss vermehrter Erfahrung auf die Ergebnisse der Agar Tests
einzuschranken, wurden die Nahrmedien nicht nacheinander, sondern
nebeneinander Uber einen Zeitraum von zehn Tagen analysiert. Auf diese Weise
profitierten alle Agar gleichmaBig vom Erfahrungsgewinn. Um zusatzlich weitere
Storfaktoren zu vermeiden, wurden bevorzugt Proben, die auf verschiedenen
Nahrmedien angezichtet wurden, auf dieselbe Platte aufgetragen und somit
gleichzeitig gemessen.

Tabelle 25: Verschiedene Agar im Vergleich.

Erfolgsquote
Ndhrmedium/Agar Messung Auswertung Gesamt
Columbia-Frischblut 60,9% (+5,5%) 91,0% (+2,8%) 55,5% (+5,2%)
Herz-Hirn 84,5% (+4,7%) 84,4% (+6,0%) 71,4% (£5,3%)
Miiller-Hinton-II 76,9% (£4,1%) 97,8% (£1,7%) 75,0% (+4,4%)

143



Diskussion

Der von Bruker empfohlene Frischblut-Agar hatte bei den Messungen nur eine etwa
61 prozentige (£5,5%) Erfolgsquote. Die Wahrscheinlichkeit einen Messpunkt falsch
einzusortieren lag bei 9% (+2,8%). Insgesamt konnte nur etwa die Haélfte der in den
IR-Biotyper gegebenen Proben verwendet werden, was einen hohen zusatzlichen
Material- und Zeitaufwand bedeutete. FiUr die hohe Anzahl an nicht messbaren
Proben war mdglicherweise die proteinreiche Zusammensetzung des Agars
gekoppelt mit dem tiefen Eingraben und der schlechten Abldsbarkeit der Bakterien
vom Agar verantwortlich. Da der Biotyper ein Verfahren ist, bei dem die Proben
mittels Protein-Fingerabdruck analysiert werden, sind bereits kleine Mengen des
rétlichen Blut-Agars innerhalb der sonst wei3- bis gelblichen Enterokokken
ausreichend, um zu Messfehlern oder einer Uberschreitung der Absorption zu filhren
(59).

Der Herz-Hirn-Agar schnitt bei der Zahl erfolgreicher Messungen wesentlich besser
ab. 84,5% (+4,7%) aller Messungen waren erfolgreich, dafir betrug die Fehlerquote
bei der Auswertung 15,6% (£6,0%) und war mit einer extremen Splitterung
verbunden. Dies kostete nicht nur ein hohes MaB an Zeit, um die falsch
eingeordneten Messpunkte per Hand zu entfernen, sondern flhrte auch zu einer
sehr hohen Messungenauigkeit. Zusatzlich splitterten einige Proben in etwa gleich
groBe Lager, was eine Unterscheidung zwischen falsch und richtig einsortierten
Messpunkten nicht mehr sicher zulie3 und die Auswertbarkeit weiter einschrankte.
Da der Herz-Hirn-Agar vor allem fir anspruchsvolle Organismen gedacht ist (76), lag
diese Zersplitterung mdglicherweise an einem Uberangebot an Nahrung und einer

dadurch zu starken Differenzierung der Proteinexpression wahrend der Bebritung.

Insgesamt betrachtet fihrte der Muller-Hinton-1l-Agar mit 75% (+4,1%) verwendbaren
Messpunkten. Auch wenn er bei der Anzahl an auswertbaren Messergebnissen
durch den Herz-Hirn-Agar leicht Ubertroffen wurde, schlug er doch mit nur 2,3%
(x1,7%) falsch eingeordneten Messpunkten die konkurrierenden Nahrbéden die
Messgenauigkeit betreffend deutlich.
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Mess und Auswertungsfehler

60,0%
50,0%
40,0%
30,0%
20,0%

10,0%

0,0%
Columbia-Frischblut Herz-Hirn Miller-Hinton-II

B Messung H Auswertung

Abbildung 101: Mess- und Auswertungsfehler der verschiedenen untersuchten Agar.

In Abbildung 101 wird deutlich, dass der Mdiller-Hinton-lI-Agar bei der Menge an
auswertbaren Proben, aber vor allem auch beim Anteil falsch eingeordneter
Messpunkte, klar fuhrte. Da die Messgenauigkeit als Hauptvergleichskriterium galt,
konnte sich hiermit der Mdaller-Hinton-lI-Agar klar gegen seine Konkurrenten
durchsetzen.

Aufgrund dieses Ergebnisses wurden die Isolate fir alle weiterfilhrenden Tests und
Versuche ausschlieBlich auf dem Muller-Hinton-II-Agar angezichtet.

Auswertungsfehler
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5,0%

e

0,0%
Columbia-Frischblut Herz-Hirn M(jller—lllinton—ll

-5,0%

Abbildung 102: Auswertungsfehler der verschiedenen Agar mit Standardfehler.

145



Diskussion

4.4 Validierung

Ein wichtiger Teil der Arbeit umfasste die Validierung des IR-Biotypers. Zu diesem
Zweck wurden die 30 unter 3.3 zu findenden Proben binnen zwei Wochen zehnmal
mit dem IR-Biotyper gemessen und die Ergebnisse untereinander verglichen.

Von den 900 Messpunkten konnten 206 nicht richtig gemessen werden. 49 Punkte
wurden in einen falschen Cluster eingeordnet. Dies entsprach einem 77,1
prozentigen (2,3%) Mess- und einem 92,9 prozentigen (£1,4%) Auswertungserfolg.
Die Wahrscheinlichkeit, dass ein Messwert in einen falschen Cluster eingeordnet
wurde, lag damit bei 7,1% (£1,4%). Bei der Verwendung von zwei Messpunkten, wie
in der Gesamtclustereinteilung aller Proben (4.2), lag die Wahrscheinlichkeit, dass
beide in einen falschen Cluster einsortiert wurden, sogar nur bei 0,5% (£0,19%).

In zukUnftigen Typisierungen sollten gemalB Bruker pro Isolat vier Messpunkie
ausgewertet werden, von denen nur einer nicht im Cluster der anderen (Splitter) zu
finden sein darf. Die Wahrscheinlichkeit, dass eine Probe in diesem Fall richtig
eingeordnet wird, betragt P (4/4, 3/4) = 97,2% (£0,11%).

An dieser Stelle muss vermerkt werden, dass bei einer Aufsplitterung in je zwei
Messpunkte oder wenn das Erkennen des richtigen Clusters nicht mdglich ist, die
Messung fir ungultig erklart und neu durchgefihrt werden muss.

In der Validierung wurde auch untersucht, ob die Anzahl auswertbarer Messpunkte
sich mit gréBerer Erfahrung steigern lie3. Zu diesem Zweck wurden die Daten der

ersten mit denen der zweiten Validierungswoche verglichen.
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Auswertbare Messpunkte
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Abbildung 103: Auswertbare Messpunkte abhdngig von den Messungen.

In Abbildung 103 wird deutlich, dass innerhalo der Messungen eine leichte
Steigerung der auswertbaren Messpunkte stattgefunden hat. In Tabelle 14 wird diese
Tatsache bestatigt. Insgesamt konnten die Erfolgsquoten der Messung und
Auswertung um etwa ein Drittel gesteigert werden. Dies wies auf einen hohen

Einfluss der Erfahrung des Durchflihrenden auf die Qualitat der Ergebnisse hin.

Tabelle 15: Vergleich der ersten und zweiten Validierungswoche.

Validierung 1-5 ‘ Validierung 6 - 10
Messung Auswertung Messung Auswertung
72,4% 90,8% 81,8% 94,8%

FOr die Messungenauigkeit des IR-Biotypers wurde in dieser Arbeit trotzdem der
Wert der gesamten Validierung (7,1%) verwendet. Da aber mit steigender Erfahrung
die Messungenauigkeit abnahm und fiir die Clustereinteilung eher auf dem Wert der
zweiten Validierungswoche (5,2%) beruhte, ist der tatsachliche Messfehler sehr
wahrscheinlich geringer als in dieser Studie ausgewiesen.

Die Entscheidung, die Daten der ersten Woche trotzdem mit zu verwenden, wurde
getroffen, um eine Verfalschung der Validierung durch eine ausschlieBliche Wertung
guter Ergebnisse zu verhindern. Daflir wurde auch das Ausweisen einer zu hohen

Messungenauigkeit in Kauf genommen.
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Die Validierung diente dartber hinaus auch als Vergleich fir den Versuch zur
Kosteneinsparung, bei dem die gleichen Proben jedoch ohne Biotyper Kits, sondern
mit selbst angezlchteten Teststandards und handelstblichen autoklavierten
Eppendorf Cups gemessen wurden.

Die Messungen des Kostenreduktionsversuchs wurden wie die der Validierung
durchgefihrt. Sogar bei Arbeitsschritten wie dem Vortexen wurde sekundengenau

dieselbe Zeit eingehalten, um eine mdglichst groBe Vergleichbarkeit zu erhalten.

Von den 180 Messpunkten fuhrten 170 zu einem auswertbaren Ergebnis. Bei der
Auswertung dieser Punkte ordnete sich nur ein einziger Messpunkt in einen falschen

Cluster ein.

Tabelle 19: Vergleich der Ergebnisse des Kostenreduktionsversuchs mit denen der Validierung.

Kostenreduktion Validierung
Messung Auswertung Messung Auswertung
94,4% (+2,3%) 99,4% (+0,6%) 77,1% (+2,3%) 92,8% (£1,4%)

Die Ergebnisse der Messungen des Kostenreduktionsversuchs waren damit deutlich
besser als die mittels IR-Biotyper-Kit gemessenen der Validierung. Dieser Umstand
war aber mdoglicherweise der gestiegenen Erfahrung geschuldet, da der
kostensparende Ansatz zu einem spateren Zeitpunkt als die Validierung erfolgte.
Neben dem Vergleich der beiden Versuche wurden die Messdaten zudem auch

gemeinsam ausgewertet um die Vereinbarkeit der Ergebnisse zu prifen.

Tabelle 21: Vergleich der Ergebnisse der Validierung inklusive und exklusive des kostensparenden Versuchs.

Kostenreduktion/Val Validierung
Messung Auswertung Messung Auswertung
80,0% (+2,1%) 93,6% (+1,2%) 77,1% (£2,3%) 92,8% (+1,4%)

Die Messpunkte der billigeren Messungen ordneten sich dabei sehr gut innerhalb der
Messpunkte der Validierung ein. Es konnte kein Anstieg an in falsche Cluster

eingeordneten Messpunkten festgestellt werden.
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Dem Biotyper war es zusatzlich nicht mdéglich zwischen den Proben der
verschiedenen Versuche eine klare Unterscheidung zu treffen, er vermischte die

Proben oft vollstandig in einem Cluster.

Das Ergebnis zeigte somit, dass eine Messung und Auswertung von Proben ohne
die teuren IR-Biotyper-Kits nicht nur méglich waren, sondern auch ein Abfall der
Qualitat nicht beflirchtet werden musste. Die Schlussfolgerung aus diesem Ergebnis
war somit, dass gerade bei einem schnellen Typisierungsverfahren, welches nur eine
Vorauswahl an weiter zu untersuchenden Proben trifft und bei dem die Kostenfrage

von enormer Bedeutung ist, auf die Biotyper-Kits verzichtet werden kann und sollte.
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4.5 Vergleich mit bekannten Messverfahren

Um die Diversitdt der zu untersuchenden Bakterien zu analysieren, wurden
Verwandtschaftsanalysen (Clusteranalysen) durchgefihrt. Die Mikroorganismen
konnten so in Gruppen eingeteilt und mithilfe von Stammbaumen verglichen werden.
Die Einteilung in diese Cluster wurde mit dem IR-Biotyper durchgeflihrt und mit den
Ergebnissen der Gelelekirophorese (PFGE), MLST-Typisierung und Whole-Genom-
Sequencing verglichen.

Die Pulsfeldgelelektrophorese gilt immer noch als Goldstandard bei der Typisierung
von lokalen und zeitlich begrenzten Ausbrichen von Vancomycin-resistenten
Enterokokken (77, 78). Hierbei wird die DNA der Bakterien in 15 bis 20 relativ gro3e
Fragmente zerschnitten und nach GréBe getrennt. Die PFGE zeichnet sich dabei
durch ihre hohe diskriminative Kraft, eine gute Reproduzierbarkeit und die leichte
Auswertbarkeit aus. Der Nachteil der Methode besteht allerdings im technischen und
vor allem zeitlichen Aufwand. Je nach Protokoll dauert eine Auswertung von
Erregern vier bis sieben Tage. AuBerdem ist der Einsatz der PFGE nur bei lokalen
und zeitlich begrenzten Ausbrlichen sinnvoll, da die Elektrophorese flir langere
Zeitraume zu diskriminativ ist (79, 80). Aus diesem Grund konnte die PFGE auch
nicht als Vergleich herangezogen werden, da die zur Validierung verwendeten VRE-
Stamme zum Teil Uber mehrere Jahre auseinander liegende Abnahmezeitpunkte
hatten. Dies zeigte sich auch bei einem Vergleich der Clustereinteilung der PFGE mit
der des IR-Biotypers, bei dem sich zwar die meisten PFGE Cluster in bestimmten
Bereichen wiederfanden, die Ergebnisse aber wie erwartet nicht mit denen des
Biotypers komplett in Ubereinstimmung gebracht werden konnten.

Ein Vorteil des IR-Biotypers war damit, dass die Reproduzierbarkeit und
diskriminative Kraft auch flr eine Betrachtung eines gréBeren Zeitraums geeignet
waren, ohne dass durch die leichten Veranderungen der Enterokokken im Laufe der
Zeit eine Einteilung in gleiche Cluster verhindert wurde. Dies zeigte sich deutlich
anhand der groBBen Cluster 540 und 948, die Bakterien aus Abnahmen mit fast zwélf
Monaten Abstand enthielten. Ein weiterer Vorteil war, dass, anders als bei der
Pulsfeldgelelektrophorese, die Diskriminierungsstarke bei Analysen mit dem IR-
Biotyper durch Verstellung des Cut-Off-Wertes verandert werden konnte.
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Dadurch war sowohl die Betrachtung von kleineren, zeitlich begrenzten Ausbrichen
als auch eine Analyse aller Proben eines Krankenhauses Uber mehrere Jahre

maoglich.

Ein weiteres haufig benutztes Verfahren in der mikrobiologischen Diagnostik ist das
1998 beschriebene Verfahren der Multilocus-Sequenz-Typisierung (MLST). Hierbei
werden bei Enterokokken sieben Housekeeping-Gene gemessen und die Ergebnisse
anschlieBend weltweit miteinander verglichen (44, 81, 82). Da die Housekeeping-
Gene speziell aufgrund ihrer geringen Mutationsrate ausgesucht wurden, kénnen mit
dieser Methode auch langere Zeitrdume untersucht werden (83). Dies fuhrt allerdings
auch zu einer niedrigeren diskriminativen Starke des Verfahrens. Das kann in
Situationen, wie etwa bei der Untersuchung von nosokomialen Ausbriichen, in
denen eine hdhere Trennschéarfe von Noten ist, von Nachteil sein (84). Weitere
Nachteile der MLST-Typisierung sind der hohe Aufwand, da fir jede
Enterokokkenprobe sieben PCRs durchgefiihrt werden missen, die Auswertung und
Kontrolle der Laborergebnisse per Hand und die relativ hohen Kosten (80). Bei dem
Vergleich der MLST-Typisierung mit dem IR-Biotyper befanden sich nur in einem Fall
zwei verschiedene MLST-Typen in einem Biotyper Cluster, aber viele der MLST-
Cluster wurden durch den Biotyper weiter unterteilt. Die Daten der Studie wiesen
somit darauf hin, dass es dem Biotyper mdglich war, eine Subdifferenzierung der
MLST-Typen zu treffen. Dies zeigte sich auch in der Auswertung der Stationen 20
und 21, in der die MLST-Cluster ebenfalls durch den IR-Biotyper weiter unterteilt
wurden. Dieser Umstand flihrte bei einer Untersuchung der Stationen mithilfe der
MLST-Daten durch dessen geringere Trennscharfe zu einer teils starken Zunahme

an méglichen Ubertragungen.

Die starkere diskriminative Kraft des IR-Biotypers konnte damit erklart werden, dass
im Gegensatz zu der MLST-Typisierung oder dem Core-Genom-Sequencing der IR-
Biotyper die Mikroorganismen inklusive aller Plasmide analysierte und somit
empfanglicher fur Veranderungen war als Messungen, deren Ergebnisse nur auf

sieben Housekeeping- oder auf dem Core-Genom gelegenen Genen beruhten.
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Neben den beiden alteren Verfahren ist es seit geraumer Zeit auch mdglich ohne
Umwege direkt das Genom der Bakterien zu untersuchen. Durch das Anhangen und
detektieren von Fluoreszenzmarkern an jedes einzelne dNTP ist es sogar méglich
einzelne Single Nukleotide Polymorphismen (SNP) zu erkennen (45). Mit dem
Whole-Genome-Sequencing ist somit nicht nur eine Verwandtschaftsanalyse,
sondern auch ein Detektieren einzelner Resistenzgene mdglich (85). Die Methode ist
dabei so genau, dass zum Beispiel bei einem Linezolid-resistenten Entrococcus
faecium sogar eine Unterscheidung zwischen auf dem Chromosom verankerten oder
auf Plasmiden befindlichen Resistenzgenen getroffen werden kann (86). Dies kann
helfen die von einzelnen Bakterien ausgehende Gefahr zu konkretisieren, da
ausschlieBlich Enterokokken, die das Resistenzgen auf einem Plasmid mit sich
fihren, dies auch auf andere Bakterien Gbertragen kénnen. Darlber hinaus kann das
Whole-Genome-Sequencing auch gut bei lokalen, zeitlich begrenzten Ausbriichen
verwendet werden (87). Neben der hohen diskriminativen Kraft kann hier zuséatzlich
von der Méglichkeit profitiert werden, dass neben der Antibiotikaresistenz auch eine
Analyse von Virulenzfaktoren mdglich ist (88). Vor allem bei dem normalerweise
wenig virulenten Enterococcus faecium kann diese Information vor einem groB3en
Ausbruch eines neuen, mit vielen Virulenz-steigernden Faktoren ausgestatteten
Stamms warnen.

Ein Nachteil der Methode ist allerdings, dass bis zur fertigen Analyse der Proben vier
bis funf Tage vergehen kbénnen. Der grdBte negative Aspekt bleiben aber die
enormen Kosten, die entgegen der Erwartungen in den letzten Jahren nicht
signifikant gesunken sind (89). Bei zirka 202 € pro Typisierung waren allein fir eine
Untersuchung aller neuen VRE-positiven Patienten des UKR binnen zwélf Monaten
Kosten in Héhe von 55.000 € entstanden. Die Anschaffungskosten flr ein Gerat zur

WGS-Typisierung sind hierbei noch nicht einmal mitgerechnet (90, 91).

Bei den WGS-Daten dieser Studie handelte es sich um Core-Genome-Daten. Bei
dem Vergleich mit dem Biotyper zeigte sich, dass Proben, die sehr wenige SNP-
Abweichungen enthielten, auch durch den Biotyper in denselben Cluster eingeordnet
wurden. In manchen Faéllen trennte der Biotyper allerdings Isolate, die laut den WGS-
Daten relativ nahe zusammen lagen. Hierbei muss aber beachtet werden, dass zum
Beispiel bei E. faecialis jedes Jahr etwa zwei bis drei SNP Unterschiede entstehen
und die Isolate 3986 und 3967 mit 19 SNP Unterschieden somit bereits sieben Jahre
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auseinander liegen kdénnten (92). In dieser Zeit war eine Aufnahme verschiedener
Plasmide und Resistenzgene mdglich, die durch den Biotyper gemessen wurden und

zu der Einteilung in andere Cluster flhrten.

Zusammenfassend konnte in dieser Studie somit festgestellt werden, dass fur die
untersuchten Proben keine der drei Typisierungsmethoden, die zum Vergleich mit
dem Biotyper verwendet wurden, mit diesem komplett identische Ergebnisse lieferte.
Bei der MLST-Typisierung sorgte der IR-Biotyper flir eine weitere Subdifferenzierung.
Auch bei einem Vergleich mit WGS-Daten konnte hier eine gewisse Abhangigkeit,
vor allem bei sehr nahen miteinander verwandten Isolaten, festgestellt werden. Die
Unterschiede entstanden dabei, wie bereits in diesem Kapitel thematisiert, aufgrund
der verschiedenen Herangehensweisen der Typisierungsverfahren (Fragmentgréi3e,
Housekeeping-Gene, Core-Genom und Absorptionsmessung). Durch die Analyse
aller Proteine, inklusive der Plasmid-codierten, war es dem Biotyper mdglich bei
einem niedrigen Cut-Off-Wert eine relativ hohe diskriminative Kraft zu entwickeln,
wahrend hohe Cut-Off-Werte eine Betrachtung langerer Zeitrdume erlaubten.
Enorme Vorteile des Biotypers gegentber den anderen Verfahren waren zudem der
geringe Zeitansatz von unter 48 Stunden, die leichte Erlern- und Bedienbarkeit des
Verfahrens und vor allem die geringen Kosten. Diese lagen durch die selbst
hergestellten Teststandards bei nur etwa einem Euro pro Isolat. Ein Nachteil war
dagegen, dass mit dem Biotyper ausschlieBlich die Bestimmung von
Verwandtschaftsbeziehungen mdéglich war, einzelne Resistenz- oder Virulenzgene

konnten nicht ermittelt werden.
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4.6 Dynamik von VRE im Krankenhaus
4.6.1 Analyse der Cluster

Neben den Stationen sollten auch die Cluster, die mittels IR-Biotyper gemessen
wurden, untersucht werden. Eine der Besonderheiten der Clustereinteilung war
dabei, dass fast alle Cluster einem préferierten van-Gen-Typ zugeordnet werden
konnten. Dies ist hier nochmals in Abbildung 19 dargestellt.

Cluster Zusammensetzung
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Abbildung 19: Zusammensetzung der Cluster aus vanA- oder vanB-positiven Isolaten.

Die van-Gene kénnen sowohl im Genom als auch in eigenstandigen Plasmiden
vorliegen (93) und sorgen unter anderem fir einen Umbau der
Vancomycinbindungsstellen der Zellwand (28). Die vom IR-Biotyper detektierten
Bakterien waren in der Clustereinteilung, was den van-Gen-Typ betraf, sehr
homogen. Dies deutete auf eine sehr nahe Verwandtschaft innerhalb der Cluster hin,
da sich die Bakterien nicht nur in der Proteinzusammensetzung, sondern auch bei

den Resistenzgenen stark ahnelten.
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Bei der Betrachtung der Gesamtheit aller Cluster stachen vor allem die Cluster 948
und 540 hervor. Sowohl bei der Anzahl an VRE-Tagen, Féllen oder Patienten fuhrten
diese deutlich. In Abbildung 104 ist die Anzahl an Fallen der verschiedenen Cluster
pro Station, auf denen es mégliche Ubertragungen gegeben hatte, dargestellt. Auch
hier dominierten die beiden groBen Cluster deutlich.
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Abbildung 104: Anzahl der sieben fiir mégliche Ubertragungen verantwortlichen Cluster auf den Stationen.
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Der Cluster 948 war im Untersuchungszeitraum dabei auf 75,7% aller Stationen
prasent, mit 29,0% aller VRE-Tage und 32,0% aller VRE-Falle war er der GroBte
unter den gemessenen Clustern. Direkt danach kam der Cluster 540, der auf 67,6%
aller Stationen beheimatet war und mit 21,7% der VRE-Patiententage und 20,0%
aller VRE-positiven Falle den zweiten Platz einnahm. Etwas abseits, mit nur 9,6%
der VRE-Tage und einem Anteil von 6,9% aller VRE-Falle, landete der Cluster 518M,
er war aber trotzdem noch auf 45,9% aller Stationen zu finden.

Insgesamt konnte somit festgestellt werden, dass die beiden groBen Cluster nicht
mehr nur ein Problem fir einzelne Stationen darstellten, sondern das gesamte
Universitatsklinikum betrafen. Die hohe Dunkelziffer an noch nie getesteten, aber
eigentlich positiven Patienten dirfte zudem dazu fUhren, dass die Ausbreitung der
groBen Cluster, denen fast 60% aller VRE-positiven Falle zuzuordnen sind, noch
unterschatzt wurde.

Die Cluster wurden zusatzlich auch auf die relative von ihnen ausgehende Gefahr hin
untersucht. Dabei handelte es sich allerdings nur um eine Abschatzung, da natdrlich
nicht alle Patienten, die Trager von Vancomycin-resistenten Enterokokken waren,
auch detektiert wurden und selbst die als positiv Erkannten, méglicherweise schon
lange vor ihrem ersten positiven Testergebnis, die resistenten Enterokokken
verbreiten konnten.

Zu diesem Zweck wurden die méglichen Ubertragungen von allen 37 untersuchten
Stationen mit VRE-positiven Patienten im Untersuchungszeitraum gesammelt. Als
wahrscheinliche Ubertragung galt dabei, wie unter 3.7 beschrieben, der Aufenthalt
von zwei Patienten, deren Enterokokken-Stamme aus demselben Cluster stammten,
auf derselben Station zur selben Zeit (x24h). Darlber hinaus wurden ausschlieB3lich
Patienten mit nosokomialen Ubertragungen als Empfanger zugelassen. Nur in sieben
der 39 Cluster gab es Ereignisse, bei denen eine Ubertragung angenommen werden
konnte. Naturlich ist die schon vorher erwahnte Dunkelziffer an (noch) nicht
erkannten VRE-positiven Patienten zu berlcksichtigen. Es sei auch nochmals darauf
hingewiesen, dass die Klassifikation als nosokomiale Ubertragung nicht mit einer
gesicherten Ubertragung innerhalb des Krankenhauses verwechselt werden darf.
Ohne ein flachendeckendes Eingangsscreenig ist es durchaus mdoglich, dass
manche der Patienten bereits Trager von nur noch nicht detektierten Vancomycin-
resistenten Enterokokken waren. Nichtsdestotrotz gab diese Analyse einen guten
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Hinweis darauf, wie hoch die Wahrscheinlichkeit war, dass ein VRE-positiver Fall zu
einer Ubertragung filhrte. Auch die VRE-Cluster konnten untereinander gut

verglichen werden.

Mégliche Ubertragungen pro Fall
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Abbildung 54: Mégliche VRE-Ubertragungen der Cluster pro Fall.

Die Cluster mit hohen VRE-Raten und einer groBBen Anzahl an wahrscheinlichen
Ubertragungen wiesen auch in den meisten Fallen eine hohe relative Gefahr auf. Vor
allem der Cluster 948 hob sich in dieser Analyse deutlich von allen anderen Clustern
ab und hatte die bei weitem héchste Rate an méglichen Ubertragungen pro Fall zu
verzeichnen. Eine Ausnahme war dagegen der Cluster 1059, der Uber die
dritthéchste relative Ubertragungsrate verfligte, aber eher zu den mittleren Clustern
zahlte was VRE-Fall- und Patientenzahl anging.

Zusatzlich zu der relativen Gefahr, die von den Clustern ausging, wurden auch die
Muster der Ubertragungen der relevantesten Cluster bewertet. Cluster 1059 hatte nur
zwei potenzielle Ubertragungen zu verzeichnen und wurde deshalb, obwohl er zu
den Clustern mit verhaltnismaBig hohem relativem Risiko z&hlte, nicht weiter
beachtet.

Der Cluster 540 hatte im Untersuchungszeitraum viele Einzellbertragungen zu
verzeichnen, groBe Haufungen von mehr als vier méglichen Ubertragungen binnen
zwei Wochen konnten aber nicht festgestellt werden.

In der Analyse der Stationen mit gastroenterologischen und onkologischen Patienten
zeigte sich zudem deutlich, dass der Cluster zu Beginn des Zeitraums nur wenig
vertreten war und erst zur Mitte hin (Oktober 2017 — Februar 2018) stark zunahm.
Danach erfolgte wieder ein leichter Rlckgang an positiven Patienten und
Ubertragungen.
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Ein anderes Bild zeichnete sich bei Cluster 948 ab. Hier gab es ebenfalls eine grol3e
Zahl an einzelnen wahrscheinlichen Ubertragungen und mittleren Ausbriichen. Der
Cluster neigte aber auch, wie auf den Stationen 17 und 21, zu groBen Haufungen.
In der Analyse der beiden aus je drei Stationen zusammengefassten Fachgebiete
der Gastroenterologie und Onkologie, inklusive der Intensivstation 93, zeigte sich,
dass der Cluster nach einem leichten Rickgang im September verstarkt am Ende
des Untersuchungszeitraums zu méglichen Ubertragungen fiihrte. Ein Riickgang der
VRE-Last oder Ubertragungszahlen war bei Enterokokken dieses Clusters somit

noch nicht in Sicht.

Da die Daten nur Gber einen Zeitraum von zwdlf Monaten gesammelt wurden, war
eine Zunahme der VRE-positiven Patientenzahl mit fortschreitender Zeit bereits
erwartet worden. Doch auch im Vergleich mit anderen Clustern, bei denen sogar in
etlichen Féllen die Prasenz auf den Stationen zum Studienende hin weniger wurde
oder gleichblieb, waren die graphischen Daten der beiden groBen Cluster mit einem
massiven Ansteigen erst ab der zweiten Jahreshélfte doch aussagekraftig. Sie
zeigten auch, dass hier eine Verbreitung von einer Station auf die nachste (siehe
3.7.16) mit einer generellen Zunahme der mit Enterokokken dieser Cluster

kolonisierten Patienten vorlag.

Die Ergebnisse dieser Studie lieBen somit den Schluss zu, dass vor allem die Cluster
540 und 948 eine klinikweite Gefahrdung darstellten, da sie Uber eine sehr hohe
Verbreitung auf fast allen Stationen, kombiniert mit einer hohen relativen
Ubertragungsgefahr, verfiigten. Vor allem Cluster 948, der zu grdBeren potentiellen
Ausbriichen gefiihrt hatte und dessen Zahlen an wahrscheinlichen Ubertragungen
auch zum Ende der Arbeit noch wuchsen, dirfte auch in naher Zukunft fir das UKR

ein Problem bleiben und sollte aus diesem Grund weiter beobachtet werden.
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4.6.2 Analyse der Stationen

Neben den Clustern wurden auch die Stationen auf ihre jeweilige
Transmissionskonstellation hin untersucht. Ein Problem war hierbei der
unterschiedliche Umgang der Stationen mit dem Thema VRE. Drei Stationen (Station
20, 21 und 92) fuhrten ein Eingangsscreening durch, die Anderen detektierten VRE-
Falle zum Grof3teil als Zufallsbefunde oder bei bereits aufgetretenen Komplikationen.

Bei der Betrachtung der unter 3.7.1 aufgeflihrten Daten flihrten sowohl bei der
Anzahl der VRE-Tage, -Falle als auch -Patienten die drei Fachgebiete der
Gastroenterologie, Onkologie und Nephrologie. In diesen Stationen waren auch die
VRE-Last und die Inzidenz der VRE-Tage stark erhéht. Fir die Nephrologie wurde
nur die Station 17 betrachtet, da das Dialysezentrum der Schwesterstation als
Ambulanz zu werten war und alle stationaren Patienten der Nephrologie Uber Betten

auf der Station 17 verflgten.

Tabelle 26: Daten der Gastroenterologie, Onkologie und der Station 17.

Onkologie  Gastroenterologie Nephrologie Chirurgie

Anteil NK 47,00% 54,50% 66,70% 71,40%
VRE-Last 9,76 11,11 7,86 5,27
Inzidenz mégliche Ubertragungen 0,73 0,75 1,54 0,68

Die Onkologie hatte die geringste Quote an nosokomialen Fallen, die chirurgischen
Stationen 56 und 57 mit 71,4% die hdchste. Hierbei ist allerdings zu beachten, dass
innerhalb  der hier untersuchten Kliniken die Onkologie die meisten
Eingangsscreenings durchfihrte und die Chirurgie die wenigsten. Dies diirfte die
Werte verfélscht haben, da die Patienten in der Chirurgie meistens erst 48 Stunden
nach der Aufnahme getestet und bei einem positiven Resultat somit als nosokomial

erfasst wurden.

159



Diskussion

Die VRE-Last war in allen Kliniken hoch, mit einer Spitze in der Gastroenterologie.
Dies wurde teilweise damit erklart, dass die Gastroenterologie traditionell Gber mehr
VRE-Probleme aufgrund der Ausrichtung des Fachgebiets verflgte. Die
Gastroenterologie bestand neben den Normalstationen auch aus der Intensivstation
92. Diese Station hatte klinikweit die héchste VRE-Last zu tragen, sie verfligte auch
uber die héchste Anzahl an VRE-Tagen, -Fallen und -Patientenzahlen.

Da die Gastroenterologie und Onkologie, inklusive der Intensivstation 93, aus je drei
Stationen bestanden und die Nephrologie mit nur einer Station deutlich kleiner war,
wurde besonderes Augenmerk auf die Inzidenz der méglichen Ubertragungen pro
1000 Patiententage gelegt. Hier fihrte die Nephrologie deutlich. Station 17 (n=13)
hatte dabei zusatzlich auch die hoéchste nominelle Anzahl wahrscheinlicher
Ubertragungen in allen untersuchten Stationen zu verzeichnen, gefolgt von den
Stationen 92 (n=10) und 93 (n=9).

Bei der Betrachtung der Cluster wurde deutlich, dass die Stationen der
Gastroenterologie potenzielle Ubertragungen aus sechs verschiedenen Clustern zu
verzeichnen hatten, aber nur die beiden gréBten Cluster 540 und 948 (ber langere
Zeitrdume prasent waren. Wie bereits unter 4.6.1 beschrieben, hatte der Cluster 540
seinen Hohepunkt zur Jahreswende 2017/2018, wahrend der Cluster 948 sein
Maximum erst gegen Ende der Studienzeit im Frihjahr 2018 erreichte.

Die Onkologie verflgte dagegen nur tber Bakterien aus drei verschiedenen Clustern.
Hierbei stach der Cluster 948 stark hervor. Er hatte hier ebenfalls sein Maximum an
méglichen Ubertragungen gegen Ende der Datenerfassung. Station 17 hatte zwar
ebenfalls mégliche Ubertragungen aus zwei kleineren Clustern (n=3), aber der
Cluster 948 fiihrte hier klar mit einem groBen Ausbruchsgeschehen im November
2017. Es zeigte sich also, dass die Nephrologie vor allem ein Problem mit VRE-
Stdmmen dieses einen Clusters hatte, wdhrend auf den Stationen der Onkologie und
vor allem Gastroenterologie trotz der hohen VRE-Last kein einzelner Cluster zu
groBen Ausbrichen fihrte oder massiv dominierte.
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Neben den Stationen der Chirurgie, Gastroenterologie und Onkologie waren vor
allem die Intensivstationen von hohen VRE-Raten betroffen.

Tabelle 27: Daten der Intensivstationen des Universitdtsklinikums Regensburg.

60 90 91 92 93 97
Anteil NK 0,2 0,5 1 0,58 0,82 0,72
VRE-Last 2,81 4,93 2,49 18,9 5,08 3,62
Inzidenz mégliche Ubertragungen 0 0,23 0,29 2,38 1,81 0,86

Die Station 60 stellle dabei nur eine Intermediate-Care-Einheit mit einer
vergleichsweise niedrigen VRE-Last dar. Auch die Intensivstationen der
Neurochirurgie (Station 91) und Thoraxchirurgie (Station 97) hatten kein gréBeres
VRE-Problem. Auf der allgemeinchirurgischen Intensivstation 90 waren dagegen die
Zahlen der VRE-Last und die Zahl der mit VRE-kolonisierten Patienten erhéht. Dies
lag sehr wahrscheinlich am Patientengut der Viszeralchirurgie, ahnlich wie in der
Klinik far Innere Medizin |. Die héchsten Raten an VRE-Last und auch die hdchste
Inzidenz méglicher Ubertragungen hatten im Untersuchungszeitraum allerdings die
Stationen der Inneren Medizin. Besonders die Intensivstation 92 der Klinik fir Innere
Medizin | stach hier deutlich hervor, was wie bei den Normalstationen der
Gastroenterologie oder Viszeralchirurgie auf das besondere Patientenkollektiv

zurlickzuflhren war.

Die méglichen Ubertragungen sollten allerdings nicht mit gesicherten nosokomialen
Verbreitungen verwechselt werden. Da aber bei allen mdglichen Empféngern einer
nosokomialen VRE-Ubertragung ein Indexpatient mit Bakterien desselben Clusters
zur selben Zeit auf der Station liegen musste, war die Wahrscheinlichkeit, dass es
sich tatsachlich um eine echte Ubertragung (wenn auch nicht unbedingt von diesem
Indexpatienten aus) handeln kénnte, jedoch relativ hoch. Somit gab die Anzahl an
wahrscheinlichen Ubertragungen auch einen guten Hinweis auf die Gefahrdung

einzelner Stationen oder Kliniken und zeigte zudem eine Tendenz flr die Zukunft an.
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Vor allem auf den Stationen 92 und 17 gab es ein Problem mit mdglichen
Ubertragungen. Das besondere war, dass, obwohl die Intensivstation der
Gastroenterologie eine 240% hdhere VRE-Last als die Nephrologie hatte, die
Inzidenz der Ubertagungen nur um etwa 150% erhdht war. Vor allem vor dem
Hintergrund, dass hier eine Normalstation der Nephrologie mit einer Intensivstation
der Gastroenterologie verglichen wurde, verdeutlichte diese Gegenuberstellung das
Problem der Station 17. Der Grund lag vermutlich bei der hohen Last an
nosokomialen VRE-Fallen, die die Nephrologie zu stemmen hatte. Im Gegensatz zur
Onkologie und Station 92 fiihrte die Nephrologie kein Eingangsscreening durch und
detektierte somit auch Patienten mit mitgebrachten Vancomycin-resistenten
Enterokokken erst nach den fir die Einteilung als nosokomial erworben

ausschlaggebenden 48 Stunden.

Insgesamt lie3 sich im Untersuchungszeitraum eine steigende Zahl an VRE-Tagen,
Fallen und auch potenziellen Ubertragungen vor allem in den beiden gréBten
Clustern zeigen. Da zum Ende des Studienzeitpunkts eine Anderung der
dokumentierten Dynamik noch nicht in Sicht war, durfte dies auch fir die Zukunft
einen weiteren Bedeutungsgewinn des VRE-Problems im Universitatsklinikum
Regensburg, vor allem in Stationen mit vielen immungeschwéachten Patienten, mit

sich bringen.

In dieser Studie konnte zudem auch eine deutliche Reduktion der potenziellen
Ubertragungen in Stationen mit Eingangsscreening festgestellt werden. Zum einen
wurden auf diese Weise Patienten, die bereits Trager von VRE waren, frihzeitig
erkannt und isoliert. Zum anderen tauchten sie auch nicht in der Grafik als mégliche
Empfanger einer Ansteckung auf. Vor allem in der Onkologie konnte trotz einer stark
erhéhten VRE-Last durch ein rigoroses Eingangsscreening die Zahl an nosokomialen
Isolaten unter allen VRE-Erstnachweisen auf 47% verringert werden. Die Station 17
wies bei den nosokomialen Nachweisen ohne jegliches Eingangsscreening eine
Quote von 66,7% auf und hatte dementsprechend trotz geringerer VRE-Last eine
doppelt so hohe Inzidenz an mdglichen nosokomialen Ubertragungen zu

verzeichnen.

162



Diskussion

Neben dem Eingangsscreening ist auch die Standardhygiene, darunter vor allem die
Handedesinfektion, eine der besten Praventionsmdglichkeiten gegen nosokomiale
Infektionen und die Ausbreitung von nosokomialen Erregern (94, 95).

Tabelle 28: Verbrauch von Desinfektionsmittel und Handehygiene 2017. Die Stationen 92 und 93 teilten sich ein
Lager fiir Desinfektionsmittel und kénnen somit nicht einzeln bewertet werden.

20 21 14 92 93 17
63 105 46 177 49
Verbrauch ml/Patient/Tag
Compliance 71,40% 75,60% 79,00% 73,60% 46,10% | 65,00%

Handedesinfektion

Hier zeigte sich, dass in den Stationen mit geféahrdeten Patienten der Verbrauch an
Infektionsmittel und die Einhaltung der Handedesinfektion normalerweise
tberdurchschnittlich hoch war. Die Station 17 lag aber zusammen mit der Station 93
unter dem Klinikdurchschnitt, was die Compliance bei der hygienischen
Handedesinfektion betraf.

Beide Stationen hatten mit einer hohen Inzidenz an méglichen Ubertragungen
gekoppelt mit einer hohen VRE-Last und einem groBen Anteil an nosokomialen
Ubertragungen zu kampfen. Dies war moglicherweise eine Folge einer nicht

ausreichenden Umsetzung der Infektionspréavention.
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4.6.3 Fazit der statistischen Untersuchung

Die Auswertung der statistischen Ergebnisse ergab, dass stationsunabhangig die
beiden Cluster 540 und 948 krankenhausweit dominierten und fir 87,5% aller
potenziellen Ubertragungen verantwortlich waren. Vor allem der Cluster 948 war fiir
viele mégliche Ubertragungen, zum Teil auch in groBen Ausbriichen, verantwortlich.
Zudem gab es nur wenige Stationen, in denen er nicht vertreten war. Top et. al
beschrieben ebenfalls die Ausbreitung und Dominanz des am besten angepassten
Enterokokken-Stamms mit anschlieBender genetischer Diversifikation und der
Entwicklung von vielen nahe verwandten Genotypen (96). Dazu passte auch, dass
die VRE-Stdmme des Clusters 948 im Verlauf der Zeit auf immer mehr Stationen zu
finden waren.

In den untersuchten Stationen gab es 63 Falle von wahrscheinlichen Ubertragungen.
GroBere Ausbriche kamen hierbei zwar vor, blieben aber eher die Ausnahme.
Mit Uber 90% aller méglichen Ubertragungen ereigneten sich diese vor allem auf
Stationen mit fur Enterokokken-Infektionen stark gefahrdeten Patienten und in
Fachgebieten, mit traditionell mehr VRE-Problemen. So waren etwa 44,4% aller
potenziellen Ubertragungen in den Stationen der Onkologie oder Nephrologie mit
ihren jeweiligen Intensivstationen zu finden. Weitere 27% traten in der
Gastroenterologie und 19% in der Viszeralchirurgie auf.

Bei den untersuchten Fachgebieten fiel auch auf, dass Stationen mit
Eingangsscreening die Zahl méglicher Ubertragungen trotz hoher VRE-Last unter
Kontrolle halten konnten. Das beste Beispiel hierfir war die Onkologie, die mit ihrem
Eingangsscreening trotz hoher VRE-Last und einem sehr sensiblen und gefahrdeten
Patientengut nur sechs wahrscheinliche Ubertragungen zu verzeichnen hatte.

Die Intensivstation 92 der Gastroenterologie flihrte ebenfalls ein Eingangsscreening
durch und auch wenn hier keine weiteren wdchentlichen Screenings aller Patienten
erfolgten, konnten trotz der zehn méglichen Ubertragungen wahrscheinlich gréBere
Ausbruchsgeschehen verhindert werden. Die potenziellen Ubertragungen stammten
zudem von VRE-Stdmmen aus sechs verschiedenen Clustern, von denen keiner
dominierte. Eine Ausbreitung eines Problem-Clusters konnte hier also ebenfalls
erfolgreich verhindert werden.

Als Gegenpol galt Station 17, die ebenfalls Uber viele Hochrisikopatienten in

dialysiertem oder transplantiertem Zustand verflgte, die flr eine Infektion mit
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Enterokokken eine starke Gefahrdung aufwiesen. Anders als in den zuvor genannten
Stationen fluhrte die Nephrologie allerdings keinerlei Eingangsscreening durch und
verzeichnete mit 13 wahrscheinlichen Ubertragungen den héchsten Wert aller
Stationen. Dies verdeutlichte den Nutzen eines Eingangsscreenings, das bei
Stationen mit einem hohen Gefahrdungspotential in Verbindung mit MaBnahmen der
Standardhygiene helfen kann, mégliche Ubertragungen durch friihzeitige Isolierung
von VRE-positiven Patienten zu verringern. Auch die Inzidenz von nosokomialen
VRE-Infektionen und Septikdmien kann mithilfe von verstarkten Screening- und
HygienemaBnahmen, genau wie die horizontale Ausbreitung von resistenten
Enterokokken eines Stammes, wie etwa Bakterien des Clusters 948, gesenkt werden
(97, 98, 99, 100, 101).

Dass es in den vielen anderen Stationen ohne Eingangsscreening nicht ebenfalls zu
einem Anstieg der Ubertragungszahlen gekommen war lag hdchstwahrscheinlich an
der geringen Virulenz des Enterococcus faecium, der fast nur bei
immungeschwachten, transplantierten oder anderweitig schwer erkrankten Patienten
zu Infektionen fuhrt (25).

Somit konnte der Schluss gezogen werden, dass die Enterokokken-Stamme der
beiden gréBeren Cluster auch in naher Zukunft ein Problem fiir das gesamte
Uniklinikum darstellen durften.

Es konnte zudem auch gezeigt werden, dass Stationen, die sich der Gefahr durch
VRE bewusst waren und GegenmaBnahmen, wie etwa ein Eingangs- oder
wdchentliches Screening sowie eine verbesserte Handedesinfektion etabliert hatten,
die Zahl der méglichen Ubertragungen vor allem der beiden groBen Cluster
geringhalten konnten. Die Nephrologie und die Intensivstation der Inneren Medizin I
(Station 93), auf der auch viele Pateienten der Pulmologie, Nephrologie und
Onkologie versorgt wurden, waren in dieser Dissertation Stationen mit einer hohen
Pravalenz von Vancomycin-resistenten Enterokokken und einem besonders
gefahrdeten Patientengut. Hier kdnnte ein Eingangsscreening und zeitnahes
Typisieren der VRE-Stdamme empfohlen werden (43). Darlber hinaus kénnte auch
auf der Station 92 das Screening ahnlich wie auf der Station 21 weiter ausgeweitet
werden, da ein wochentliches Screening der VRE-negativen Patienten die Zahl an
nosokomialen Infektionen noch weiter verringern kénnte (102). Um auf eine
Ausbreitung von Enterokokken der Problem-Cluster friihzeitig reagieren zu kénnen,

wirde sich zudem eine Weiterfihrung der Typisierung aller positiven Isolate lohnen.
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4.7 Ausblick IR-Biotyper

Trotz der anfanglichen Probleme genug Probenmaterial zu kultivieren, erfolgte die
Anzucht aller Isolate dieser Studie mit Muller-Hinton-II-Agar, da mit diesem bei
weitem die beste Messgenauigkeit erzielt werden konnte. Die Wahl dieses
Nahrmediums hatte auch Anteil an der erfolgreichen Validierung des IR-Biotypers,
bei der einzelne Messpunkte mit einer Genauigkeit von 92,9% (£1,4%) den
verschiedenen Clustern zugewiesen werden konnten. Durch die Verwendung von
vier Messpunkten je Isolat konnte die Genauigkeit sogar auf 97,2% (+0,11%)
gesteigert werden, womit der Biotyper auch den Vergleich mit anderen
Typisierungsverfahren nicht mehr scheuen muss. Eine Kontrolle der
Clustereinteilung durch einen Vergleich mit einer erneuten Analyse, bei der mehr und
andere Messpunkte verwendet wurden, bestatigte darlber hinaus die gute
Reproduzierbarkeit der Ergebnisse. Der Biotyper zeichnete sich zudem durch seine
Benutzerfreundlichkeit, den auch bereits in anderen Arbeiten beschrieben geringen
Zeitaufwand und vor allem durch seine Wirtschaftlichkeit aus (103). Mit Kosten von
weniger als einem Euro pro Typisierung schlug der IR-Biotyper in diesem Punkt alle
Konkurrenten deutlich (89). Ein Nachteil der Methode war dagegen, dass
ausschlieBBlich eine Verwandtschaftsanalyse der untersuchten Isolate moglich war.
Eine Ermittlung von Resistenz- oder Virulenzgenen wie mit dem Whole-Genome-
Sequencing konnte nicht durchgeflhrt werden (88). Des Weiteren war es zum
Zeitpunkt dieser Studie noch nicht mdglich die Daten zu exportieren, womit ein
Vergleich von Proben zwischen verschiedenen Laboren schwierig war.

Trotz dieser beiden Punkte brachte die Typisierung aller VRE-positiven Patienten
einer Station durch den IR-Biotyper viele Vorteile. So kénnten Ausbriche schnell und
einfach analysiert und Stationen auf die Qualitat ihrer Infektionspravention getestet
werden. Dardber hinaus war es durch die Betrachtung des gesamten Krankenhauses
moglich Problem-Cluster zu detektieren, deren Bakterien fir einen GrofBteil der
nosokomialen Ubertragungen verantwortlich waren. Zuséatzlich zu den genannten
Punkten kénnte der Biotyper in Zukunft auch eingesetzt werden, um eine schnelle
Vorauswahl far die weitere Typisierung von an Ausbrichen beteiligten Enterokokken
zu treffen. Auf diese Weise ware es mdglich die Anwendung des Whole-Genome-
Sequencing auf Enterokokken des Ausbruchsstammes zu begrenzen, was zu einer
deutlich besseren Kosteneffizienz fiihren wirde.
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5 Zusammenfassung

Da die Therapie von Vancomycin-resistenten Enterokokken durch deren
mannigfaltige Resistenzen und hohe Tenazitdt zunehmend an ihre Grenzen stof3t,
kommt der Pravention von Ubertragungen und Ausbriichen eine immer gréBere
Bedeutung zu. Gerade was die Typisierung der VRE-positiven Isolate angeht gibt es
vor allem die Wirtschaftlichkeit betreffend noch keine zufriedenstellende Lésung. In
der vorliegenden Arbeit erfolgte aus diesem Grund die Prifung und Validierung des
IR-Biotypers als mdgliches Verfahren far die schnelle und kostenginstige
Typisierung von Vancomycin-resistenten Enterokokken. Zusatzlich wurden mit Hilfe
des Biotypers auch alle im UKR in den Jahren 2017/18 neu aufgetretenen VRE-
positiven Patienten typisiert und auf mégliche Ubertragungen hin untersucht.

Hierzu wurde der Biotyper bereits im Voraus mittels MLST, PFGE und WGS
typisierten Proben validiert und verglichen. In einem weiteren Versuch erfolgte
zudem der Test, ob die Messgenauigkeit durch den Einsatz selbst hergestellter, und
somit glnstigerer, Teststandards verschlechtert wurde. Die statistischen Daten
dieser Studie wurden darliber hinaus dazu genutzt alle Stationen auf ihre jeweilige
VRE-Last hin zu untersuchen und mithilfe des IR-Biotypers mégliche Ubertragungen
zu detektieren.

Durch die Verwendung von vier Messpunkten je Isolat, von denen sogar einer in
einen falschen Cluster eingeordnet werden durfte, erreichte der IR-Biotyper eine
relativ hohe Messgenauigkeit von 97,2% (£0,11%). Die gute Reproduzierbarkeit der
Ergebnisse konnte dartber hinaus auch in einem weiteren Versuch, bei dem mehr
und andere Messpunkte fir die Isolate verwendet wurden, bestatigt werden. Durch
die Verwendung eigener Teststandards konnte bei einer Messgenauigkeit von 99,4%
(x0,6%) je Messpunkt keine Verschlechterung festgestellt werden.

Der Vergleich mit den anderen Typisierungsverfahren ergab, dass die Ergebnisse
des Biotypers nicht mit denen der anderen Verfahren vollstandig in Einklang
gebracht werden konnten. Die Daten der Studie wiesen aber auch darauf hin, dass
es dem Biotyper moglich war, eine Subdifferenzierung der MLST-Typen zu treffen. In
einem Vergleich mit WGS-Daten zeigte sich ebenfalls eine gewisse Abhangigkeit,
vor allem bei Isolaten, deren Core-Genom nur wenige SNP auseinander lag. Die
PFGE dagegen konnte nicht als Vergleich herangezogen werden, da die
Abnahmezeitpunkte der VRE-Stdmme zum Teil mehrere Jahre auseinanderlagen.
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FUr die statistische Auswertung wurden insgesamt 276 Patientendaten erfasst, von
denen 250 lIsolate durch den Biotyper typisiert wurden. Die Ubrigen 22 Proben
fihrten entweder zu keinem verwertbaren PCR Ergebnis oder enthielten keinen
Enterococcus faecium. Die statistische Analyse ergab fir das Universitatsklinikum
Regensburg eine mittlere tagliche VRE-Last von 3,75% (SD 4,9), wobei die
Intensivstation der Gastroenterologie mit 18,98% einen deutlich héheren Wert
aufwies. Eine starke Erhéhung konnte auch bei den anderen Stationen der
Gastroenterologie [Station 14 (8,31%) und 15 (10,32%)] und Onkologie [Station 20
(12,88%) und 21 (9,34%)] nachgewiesen werden. Bei den méglichen Ubertragungen
zeichnete sich allerdings ein anderes Bild. Innerhalb des Untersuchungszeitraumes
konnten nach den Studienkriterien 63 potenzielle Ubertragungen detektiert werden.
Verantwortlich waren hierfir ausschlieBlich Enterokokken aus sieben der insgesamt
39 Cluster, wobei die Bakterien der beiden Cluster 540 mit 23,4% und 948 mit 64,1%
fir fast alle méglichen Ubertragungen verantwortlich waren. Bei der Betrachtung der
verschiedenen Stationen fuhrte die Nephrologie mit 13 potenziellen Ereignissen noch
vor der gastroenterologischen Intensivstation, die trotz der viel h6heren VRE-Last nur
zehn Ubertragungen zu verzeichnen hatte. Die Normalstationen der Onkologie
(Station 20 und 21) und Gastroenterologie (Station 14 und 15) hatten im Vergleich
dazu nur relativ wenige Ereignisse zu verzeichnen, lagen aber trotzdem noch Uber
dem Klinikdurchschnitt von 1,7 potenziellen Ubertragungen je Station (SD 3,21).
Der Unterschied bei der Anzahl mdglicher Ansteckungen wurde auf den Umstand
zurlckgefthrt, dass E. faecium aufgrund seiner niedrigen Virulenz vor allem
immunsupprimierte oder schwer kranke und somit gefahrdete Patienten infizierte,
was zu den stark erhdhten VRE- und Ubertragungszahlen in den Gebieten der
Onkologie und Nephrologie fihrte. Die Gastroenterologie war dagegen aufgrund der
Ausrichtung des Faches traditionell besonders von VRE-Fallen betroffen, auch hier
hatte die Intensivstation (Station 92) durch ihr gefahrdetes Patientengut die Hauptlast
der potenziellen Ubertragungen zu stemmen. Dariiber hinaus konnte beobachtet
werden, dass Stationen wie die der Onkologie trotz einer hohen VRE-Last ihre
Ubertragungen durch ein Eingangsscreening niedrig halten konnten. Auch die
Station 92 flihrte ein solches Screening durch, aufgrund dessen eine starke
Ausbreitung von Enterokokken eines einzelnen Clusters verhindert werden konnte.
So wurden deren mégliche Ubertragungen von Keimen aus sechs verschiedenen

Clustern ausgeldst.
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Ein véllig anderes Bild ergab sich dagegen bei der Betrachtung der Nephrologie, die
ohne ein solches Verfahren trotz deutlich geringerer VRE-Last die h6chste Zahl an
vermuteten Ubertragungen zu verzeichnen hatte. Diese wurden auBerdem fast
ausschlieBlich von Enterokokken eines Clusters (948) verursacht. Bei der
Betrachtung des gesamten Krankenhauses stellte sich zudem heraus, dass vor allem
Enterokokken aus zwei der 39 Cluster fiir 87,5% aller méglichen Ubertragungen
verantwortlich waren. Vor allem das groBte Cluster 948 dirfte mit einem Ansteigen
der VRE-Fallzahlen zum Ende des Untersuchungszeitraumes (Frihjahr 2018) auch
in naher Zukunft ein Problem darstellen.

Im Vergleich mit den anderen Typisierungsverfahren zeigte der Biotyper, dass er
dank der hohen Messgenauigkeit eine zuverlassige Methode zur Typisierung von
Enterokokken darstellt. Der Unterschied bei der Clustereinteilung wurde darauf
zurlckgefuhrt, dass die anderen Typisierungsverfahren DNA-FragmentgréBen,
Housekeeping-Gene oder Core-Genome der Bakterien maBen und nicht wie der
Biotyper das gesamte Proteinspektrum der Enterokokken. Weitere Vorteile waren,
neben der Betrachtung aller Zellbestandteile der Bakterien, der relativ geringe
Zeitaufwand und die niedrigen Kosten, die mit weniger als einem Euro pro
typisiertem Isolat zu Buche schlugen.

Die Daten dieser Studie legen somit den Schluss nahe, dass der IR-Biotyper fir eine
zuverlassige und kostenglinstige Schnelltypisierung von Vancomycin-resistenten
Enterokokken geeignet ist. Vor allem die Mdglichkeit durch dieses Verfahren eine
schnelle Vorauswahl treffen zu kdénnen flr die weitere Typisierung von an
Ausbrichen beteiligen Enterokokken-Stdmmen dirfte im klinischen Alltag neben
einer Verbesserung der Patientenversorgung auch zu einer nicht zu verachtenden
Kostenersparnis fuhren. Die Detektion der beiden groBen Problem-Cluster, die fir
fast alle der mdglichen Ubertragungen verantwortlich waren, |dste allerdings neue
Fragen aus. Beispielsweise ware es interessant zu klaren, ob eine Isolation
ausschlieBlich der Patienten ausreichend wére, deren Enterokokken aus diesen
Problem-Clustern stammten, um Ubertragungen zu verhindern. Zur abschlieBenden
Klarung dieser Fragen sind jedoch weitere Studien, auch aus anderen
Krankenh&usern, unabdingbar.

169



Anhang

6 Anhang

6.1 AbkUrzungsverzeichnis

+ Standardfehler

Abb. Abbildung

Agg. aggregation protein

D-Ala D-Alanin

D-Lac D-Lactat

DNA Desoxyribonukleinsaure

dNTP Desoxyribonukleosidtriphosphate
D-Ser D-Serin

E. Enterococcus

ECDC Européische Zentrum far Krankheitskontrolle und Pravention
Esp. enterococcal surface protein

IR Infrarot

MALDI TOF  Matrix-assistierter-Laser-Desorptions/lonisations-Flugzeit-

Massenspektrometer
MLST Multilocus-Sequence-Typing
MRE multiresistente Erreger
MRSA Methicillin-resistenter Staphylokokkus aureus
MTA Medizinisch-technischer Assistent
MU mogliche Ubertragungen
NK nosokomial / im Krankenhaus nachgewiesen
NN nicht nachweisbar
P Irrtumswahrscheinlichkeit
PCR Polymerase-chain-reaction
PFGE Pulsfeldgelelektrophorese
pH-Wert potentia hydrogenii
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RDD
RKI
SD
SNP
ST
St.
UKR
VRE
VRSA
WHO
WGS

Recommended Daily Dose

Robert Koch-Institut

Standard Abweichung

Single nucleotide polymorphism

Sequenz Typ

Station

Universitatsklinikum Regensburg
Vancomycin-resistente Enterokokken
Vancomycin-resistenter Staphylococcus aureus
World-health-organization

Whole-Genome-Sequencing
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T T 41 WIasqe|eRY/-leuRL3d  LTOZTTST 6 T 313Uy 8v6  wnidae; 3 8 guen T g8

T T T ysqe|eay/-leuead  LTOTTTLT 1A 3180j0iydan X wnidaey 3 NN guen z 88
T v g yIsqe|eay/-leueiad  LTOZZITO Jas aiSojoiydaN 8y wndaey3 v wuea T €88
T 3 9T y1Isqe|ey3y/-1euel3d  LTOZTTOE ST T 353Uy ovS  wnidae; 3 v wuea T 88

T T 3 WInsqe|eRY/-leuBL3d  LTOTTTLT it si8ojoiydaN  6pS  wnidaey3 8 guen T 088
T v 9T yIsqe|eyay/-leuead  LTOTTT'ST 0z € 313Uy TIIT  wn3e; 3 g guen T 6.8
T 9 %01 y1Isqe|eyay/-leuead  LTOZTI'ST 9 aifiniy) 8v6  wniaey 3 8 guea T L8

T 9 441 yIsqe|eay/-leuelad  LTOZZTTO LS aifiniy) ovS  wniae; 3 v wueA z €8

T T 8T Jmynynig LTOZZTTO 16 JIBNIYD-OIH 896 wndaey3 8 guen z 998

T T 8L 12133538eU1R)0 LTOTTTST Ls aisiniy) ovS  wnidae; 3 v vuea T 598

T 3 6% Jmjnpnig LTOTTT'LO 0z € 313Uy ovs  wnidae; 3 v / z 098

T T 0z yIsqe|e3y/-1euRl3d  LTOZTTOZ %6 T 213Uy 8v6  wnidae; 3 g guea € 858

T T 81 UIsqe|e3Y/-1euRL3d  LTOZTTOZ 74 € 313Uy 8v6  wnidae; 3 8 guen 13 158

T T 3 UIasqe|eRY/-leuBL3d  LTOZTTST 6 T 353Uy 0L wnid3e;3 v wuea T 98

T T €1 yIsqe|eyay/-leuead  LTOTTTTT 6 T 353Uy ovs  wnidae; 3 v wuea z Ss8
T T 8¢ y1Isqe|eay/-1euead  LTOZTT6T it aiSojoiydaN  pS8  wndaey3 g guea T 8

T T 1% yiIsqe|e3y/-1euead  LTOZTTOZ 0z € 313Uy §s.  wnpaey3 8 guea v €58
T T 6% Wiasqe|eRY/-leuRL3d  LTOTTTLT 74 € 313Uy 78v1  wnpae;y 3 v vuea 9 0s8

T z 0z WIIsqe|R3Y/-leURL3d  LTOTTTET T T 353Uy ovS  wniae; 3 v guen T 8v8
T € 6L uunjyens|anIW LTOTTT'9T 6 T 353Uy ITL  wnp3e;3 v wueA T T8

T T T 1ejunduajien LTOTTTTZ ST T 253Uy 8v6  wnidae; 3 v / 3 o8
T v 1€ WIasqe|eRY/-leuBL3d  LTOZTTOT 09 j3wwes 8v6  wnidae; 3 v g +yuea z 878
T T Ls UIasqe|RRY/-leuRL3d  LTOTTTET 74 € 313Uy 8v6  wnidae; 3 g guen z (28

T T sy yIsqe|eay/-leuead  LTOTTT T 6 T 353Uy €08  wn3ae; 3 v wuea z 9z8
T T 134 Y1ISqeUIYOIUIEH LTOTTTET 9% jawwes 8v6  wnidae; 3 8 guea T vz8

T T 6¢ Jmynynig LTOTTTZT €6 7 313Uy ovS  wniae; 3 v wuea v €28

T T 3 WIasqe|eRY/-leuRL3d  LTOTTTHT Jai a18ojoiydaN  650T  wnidaey 3 8 guen T 728

T T ot yIsqe|eyay/-leuead  LTOTTTET 1A aiSojoiydaN  gys  wni3ae; 3 8 vuea T 1z8

T € St yIsqe|e3y/-leuelad  LTOZTT'60 Jas aiSojoiydaN 8y wndaey3 g guea T o0z8

T T 41 yIsqe|e3y/-leueliad  LTOZTI'60 Lt aiSojoiydaN 8y wnidaey3 v wuea T 618

T z 41 UIasqe|ey3Y/-leuBL3d  LTOZTTT'90 it siSojoiydaN 8y wnidaey3 g wuea T 818

T z or N8 Ul 1e3jung LTOZOT'TE it siSojoiydaN 8y wnidaey3 g guen T 18

T z 41 yIsqe|eay/-leuelad  LTOZTI60 Lt aiSojoiydaN 8y wndaey3 v wuea T 718

T € 89 yIsqe|e3y/-leuelad  LTOZTI'60 Lt aiSojoiydaN 8y wndaey3 8 g +yuea T 118

T z 143 WIasqe|eRY/-leuBL3d  LTOTTT60 6 T 353Uy 508  wnidae; 3 v wuea T 608

T 3 172 yIsqe|eay/-leueiad  LTOZTI60 0z € 313Uy 716 wnidae; 3 v vuea 13 208
T € 9zt yIsqe|eay/-leuead  LTOZTI60 1A a1SojoiydaN  SOT  wnid3e; 3 g guea T L08

T 0 0 yIsqe|eay/-leueliad  LTOZTT'60 0z € 213Uy S08  wnaey 3 v wuea T 508
T T 133 yIIsqepuUnm LTOZTTOT 95 aidiniy) 8v6  wnidae; 3 v / z %08
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Anhang

T 4 3 yduisqe|eyay/-leuesad  8107°T0°T0 6 T 3s3uu| TITT wndaey 3 z guea T S0T

T T 6T Jnnyinig 81022020 6 T 3s3uu| 650T  wn3ey 3 v yuea 4 LEOT

T T 3 Y2115qessazsqy 8T0ZTOTE 8v Jiyo/uasny 9€0T  wndaey 3 v yuea T 9€0T

T T ¥ uunyens|anIW 8107108 95 aisniy) 650T  wnn3ey 3 v yuea 5 SE0T

T v L9 yisqe|eyay/-jeuesad  8T0TTOHT (174 € aJ3uu| LZ0T  wndaey3 g guea 4 L20T

T 0 0 yisqe|eyay/-jeuesad  8T0TTOST €6 T 3s3uu| 8v6 wnidaey 3 g guea T €201

T T v ydasqe|eyay/-leuesad  8T0TTO0T L1 a180j01ydanN ovs wnaey 3 v g +yuea 4 €101

T T ¥T yisqe|eyay/-jeuesad  8I0TT0TT 14 € aJauu| X wnidaey 3 NN guea T £00T

T T 9T 1enjunduajies LTOZTO6T ST T 3s3uu| X wnidae; 3 NN yuea T 900T

T T 74 yduisqe|eyay/-leuesad  8T0TTO0T €6 T 313Uy 8v6 wnidaey 3 g guea T 100T

T 0 0 yduasqe|eyay/-leuesad  8T0TTO9T 0z € aJ3uu| X wnidaey 3 NN guea T 666

T 4 6L yuisqe|eyay/-leuesad  8TOTTO0T 6 T aJ3uu| £6L wnidaey 3 g g +yuea T 866

T T 4 ydrisqe|eyay/-jeuesad  LI0ZTO9T 09 jawwes WN wnidaey 3 g guea T 966

T ] ozt yrisqe|eyay/-jeuesad  8T0Z'T0'80 JAS ais0j0iydaN ovs wnidaey 3 v g +yuea T 686

T T 34 1enjundssazsqy 8T07°T0°€0 206 aisniy) 8v6 wnidaey 3 g guea 4 186

T 5 96 ydIsqepunm 8T0Z'T0%0 i EIET N T) 8v6 wnidaey 3 g guea T 086

1 T 0 uyBissnyu3|ied 8T0Z'T0°S0 LS a1sniy) 896 wnidaey 3 g guea 3 6.6

T T 8T uunyens|anIW 81071050 0z € aJ3uu| 8.6 wnidae; 3 v yuea T 8.6

1 ¥ ov 1enjunduajies 81071020 T T 3s3uu| 896 wnidaey 3 g guea 4 SL6

T T T yduisqe|eyay/-leuesad  LI0TTT9T oz € aJ3uu| 695 wnidaey 3 g guea B (413

T T 9¢ yduisqe|eyay/-leuesad  LTOTTTST 0z € aJ3uu| ovs wnidaey 3 v yuea T 196
T 9T STT yisqe|emyay/-leuesad  LI0TTTLT (174 € aJ3uu| ovs wnidaey 3 v yuea T 996
1 3 74 yisqe|eyay/-jeuesad  LT0TTTOE (174 € aJ3uu| ovs wnidaey 3 v yuea 4 596

T T £ yisqe|eyay/-leuesad  LI0TTTLT 16 218NYd0IN3aN  0%S wnidaey 3 v g +yuea 3 £96

T 0 0 ysqe|eyay/-leuesad  LI0TTTLT VA aisoj0iydan €6L wnidaey 3 g guea 4 096

T T 6¢ yduisqe|eyay/-leuesad  LI0TTT6T €6 [ IEIT] 8v6 wnaey 3 c guea T 6v6

1 8 81T 1enjunduajies LTOTTTST ST T 3s3uu| 8v6 wnidae; 3 v yuea 3 8v6
T € 114 uIYS1ssnipu3||ed LT07TT'TT 8v Jiyo/uasny 0vS wninaey 3 v yuea T 9v6
T 0 0 yduisqe|eyay/-leuesad  LI0TTTTT 6 T 3J3uu| 656 wnidaey 3 v yuea T 656
T T 1€ uunyens|anIW LTOTTTET LS aidiniy) 8v6 wnidaey 3 g guea T S€6

1 or STT VIIEUELELEIN] LTOTTTET €8 Japury 8v6 wnidaey 3 g guea 4 €6

T T € uun LTOTTTTT ST T aJ3uu| ovs wnidaey 3 v yuea T £€6

T T €S uun LTOTTTET  MLOYUO € aJauu| 896 wnidaey 3 v yuea T 626

T 4 T yduisqe|eyay/-leuesad  LI0TTTOT 6 T aJ3uy| 896 wnidaey 3 v yuea T 876
T T T yduisqe|eyay/-leuesad  LI0ZTT60 8 Japuny 976 wnidae; 3 el guea T 976
T T 1€ yduasqe|eyay/-leuesad  LI0TTTLO €6 7 313Uy 8v6 wnidaey 3 g guea T s6

T T 74 yduisqe|eyay/-leuesad  LI0TTTLO €6 T 313Uy W8TS  wnnaey 3 g guea T €26

T L L6 yduasqe|eyay/-leuesad  LI0TTTLO JAS ai80j0iydaN 8v6 wnidaey 3 g guea T 443
T T 1T yisqe|eyay/-leuesad  LI0TTI'90 6 T aJ3uu| 8v6 wnidaey 3 g guea T 916

T 4 ve yisqe|emay/-leuesad  LI0TTITT 6 T aJ3uu| 0vs wnidaey 3 v yuea T €16

T 4 VA yisqe|eay/-jeuesad  LIOTTITT ST T aJ3uu| (413 wnidaey 3 v g +yuea T 16

T 6 13 ysqe|eyay/-jeuesad  LIOTTIPT 0z € aJ3uu| ovs wnaey 3 v yuea T 116
T T (4 ydusqe|eyay/-leuesad  LIOTTTET €6 T as3uu| 896 wnidaey 3 g guea T 016

T 3 8€T yduisqe|eyay/-leuesad  LI0TTT6T 6 T 3J3uu| ovs wnidae; 3 v yuea z 906
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Anhang

T T € uuniaiayieysaneg 8T0T°€0'8T €6 T 3J3uy 8v6 wniae; 3 8 guea T €811

T 0 0 yo1sqe|eyay/-|eueiad 8T0T°€06T T T 2J3uuy| 88L wnidae; 3 Y yuea T 0LTT

T T T uunjyensianiw 8107007 zueinquy  3i50joiydaN 86 wninae; 3 8 guea T 9911l

T € ST uunjyensianiw 8T0T°€0PT LT a180j0iydanN 86 wninae; 3 8 guea T €911

T [4 9L uunjyensianiw 810T°€0°TT ST T aJ3uy 8v6 wniae; 3 8 guea T [4:199

T T T uuniayeyaneg 8T0T°€0°'ST 6 T 2J3uuy| 8v6 wnidae; 3 8 L [4 6STT

T T 149 uIydissnyu3|ied 810T°€0°LT 14 T aJ3uy| 8v6 wnnae; 3 8 guea [4 LSTT

T [4 8¢ yo1Isqe|e1yay/-1eueiiagd 8T0T°€0°0T 14 T aJauy X wnueul|jes 3 NN guea T 9sTT

T 4 (43 youisqe|eyay/-1eueiad 8T0T'E0PT ST T 2i3uy| (94 wnidae; 3 Y yuea T [4141

T T 174 yo1Isqe|eyay/-1eueiagd 8T0T°€0TT 114 € aJauuy| 8v6 wnidae; 3 Y yuea T TSTT

T T T yo1Isqe|e1yay/-1eueiagd 8T0T°€0TT L6 315INIYD-OLH 6vS wnnae; 3 8 guea T (444
T T 8T yo1Isqe|e1yay/-1eueiiagd 8T0T°€0TT 174 € 3Jauuy) X wninaei 3 NN guea T 8PTT
T S 6LT yduIsqe|eyay/-1eueiad 810T°€0CT 114 € aiauuy| 8v6 wnidae; 3 Y yuea T LPTT

T € 0s yo1Isqe|eyay/-1eueiiagd 8T0T°€0TT 074 € aiauu| 8v6 wnidae; 3 Y yuea € 149
T T T€ uunjyensianiw 8T0Z°€0°60 €S a150|01ewiaq 86 wninae; 3 8 guea T SPIT

T T 8¢ yo1Isqe|e1yay/-1eueiiagd 8T0Z°€0'80 €6 T 3J3uu 86 wniae; 3 A4 g +yuea [4 TETT

T T 8 yo1Isqe|eyay/-|eueiad 8T0T€0€0 6 T 3J3uu 86 wniae; 3 8 guea T 9zTl

T T L1 yo1asqe|eyay/-1eueiiagd 8T0T°€090 LT a150j01ydaN 8v6 wnidae; 3 8 g +yuea T STItT

T 4 S yo1Isqe|e1yay/-1eueiiagd 8T0T°€00T 6 T aJ3uy X wnnae; 3 NN guea T [ 7484
T T 144 ydasqepunmy 8T0T°€0¥0 €6 T 3J3uuy 8v6 wninae; 3 A4 yuea T €It

T T 14 UY3issnyuajed 8T0T°€0°20 LS 1By Tt wnidae} 3 8 guea T Tt

T [4 :14 ydasqepunmy 810T°T0°LT LT a150j01ydanN W8TS wnnae; 3 8 guea € 80TT

T T 6T uuniaiayieysaneg 8T0T°T0%T 19 318INIYD-9LH 86 wninae; 3 8 guea T 01T

T T 6C 13)¥3s|eiysuoig 810T°T00T 6 T 3J3uy) SSL wninae; 3 8 / 9 €011

T T [4 iepung 8T0Z°€0°'TO 6 T aJ3uu 8v6 wninae; 3 8 guea T 860T
T € T 1epnjundwolewey 8T0T°T0%T LT a150j01ydanN 86 wnnae; 3 8 guea T €601

T 4 1T Yyo1Isqe|e1yay/-1eueiiagd 8107°T0'9C 1T € 3Jauuy ovs wninae; 3 Y yuea T 80T

T S 9L yo1Isqe|e1yay/-1eueiiagd 810T°T0TT 9s sy 8v6 wninae; 3 8 guea T 80T

T T 14 yo1Isqe|eIyay/-|eueiad 8T0T°T0TT 6S 318n1y20iN3aN X wnidae; 3 NN guea T T80T

T T 1T Yo1Isqe|eyay/-1eueiiagd 8T0TTOET ST T aJ3uy X wnnae; 3 NN yuea T 080T

T T T yo1Isqe|e1yay/-1eueiiagd 810T°70°0T Qo6 By 86 wninae; 3 8 guea € 6L0T

T T 8T youisqe|eyay/-1eueiad 810T°C700C 6T T 3J3uu 8v6 wninae; 3 8 g +yuea T LL0T

T T It yo1Isqe|eyay/-1eueiiagd 8T0T°T0790 6 T 2J3uuy 6S0T wnidae; 3 Y yuea T €L0T

T T ST yo1asqe|eyay/-1eueiiagd 81027090 s 1By 8v6 wninae; 3 8 guea T TL0T

T 4 18 yo1Isqe|e1yay/-1eueiiagd 81077090 16 1ZINIIY0IN3AN 896 wninae; 3 8 guea T 690T

T [4 14 youIsqe|e1yay/-1eueiiagd 810T°70°60 9T ai180joiydanN 8v6 wninae; 3 8 guea T £90T

T 4 6T uuniayeyaneg 8T0T°T0'80 6 T ai3uuy 8v6 wnidae; 3 8 guea 4 €907

T 9 88 uun 8102°20°L0 ST T aJ3uy X wninae; 3 NN yuea T 7901

T T L ydasqepunmy LT0T'T0'S0 S By 86 wninae; 3 8 guea T 0901

T S 8¢ 1epjunduajied 810C°70°60 14 T 3J3uu) 6S0T wninaei 3 A4 yuea T 6S0T

T T ot yo1asqe|eyay/-1eueiiagd 8T0T°T0°€0 214 Jiyn/uasny 6S0T wnidae; 3 Y yuea T #S0T

T 0 0 yo1Isqe|e1yay/-1eueiiagd 8T0T°T06T 1T € 3Jauuy 88L wnnae; 3 Y g +yuea 4 [4-0)
T 4 [44 yo1asqe|e1yay/-leueiiagd 810T°T0°LT SS Bnuyieun €6 wniae; 3 8 guea T TS0t

T 4 144 yduisqe|eyay/-1eueiad 8107°C70°SO LT a180j0iydan X wnueul|jes 3 NN yuea T 9%0T
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Anhang

T 14 14 ya1isqe|eyay/-leueiad 8T0T°€0'6C €6 T 3J3uu) 8v6 wniaey 3 g g +yuea T [4TAN

T [4 [43 yo1sqe|eIyay/-|eueiiad 8T0T°€0'8T (74 € 3Jauuy) 8v6 wniaey 3 8 guea T Tt

T T 8T Yd1Isqe|eay/-leueiiagd 8T0T°€0'9C Tz € 3Jauuy) 8v6 wniaey 3 Y yuea T 80T

T [4 T€ Yauasqe|eay/-jeueiiagd 8T0T€0TE 174 € 3Jauu) 8v6 wniaey 3 8 guea T L6TT

T T 8T Yd1asqe|eay/-1eueiiagd 8T0T°€0'TT 6 T aJ3uu 6S0T wnidae 3 Y yuea T T6TT

T S S6 yd1Isqe|eay/-1eueiiagd 8T0T°€09T ST T 2J3uuy) 98TT wniaey 3 Y yuea T 98TT

T T 134 Yd1Isqe|eay/-leueiiagd 8T0T'€0€T 6 T aJauuj 8v6 wniaey 3 8 guea [4 S8TT

T T €1 uunjyensisniw 8T0T°€0°LT 14" T aJ3uu 8v6 wnidae 3 g guea T 811
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Anhang

6.6 Anlage (B)

Isolate

469
510
541
563
585
5499
604
606
618
g27
632
651
91
693
707
725
726
772
787
789
791
805
827
850
853
857
860
879

882

atpa

L1 ¥ e ¥ ¥ ¥ T ¥ e e ¥ ¥ O ¥ T ¥ B 1 = T

w

15
15

[V B = T Ve IV = TRV o B ¥

15

dd

gdh

purk
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12
12

12
12
12
12

12
12
12

12

12
12
12
12
12

psts

adk

ST

17
80
117
117
80
80
117
117
8O
80
80
80
117
192
80
80
80
78
78
8O
27
BO
8O
80O
80
80
117
17
78



Anhang

Isolate

891

911
919
865
966
967
g72
978
1027
1052
1084
1103
1146
1147
1151
1197
1208
1211
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L= ¥ = T ¥ = Vi V= = B ¥ ]

un

L ¥ = ¥ ¥ = ¥ = Y = Y e T ¥ = B ¥ = R ¥ =
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