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7.7

ROHDATEN



1 Einleitung

1.1 Was sind multiresistente Erreger

Multiresistente Erreger (MRE) sind gegen eine Vielzahl von Antibiotika unempfindlich
und stellen eine grolte Herausforderung fir das Gesundheitssystem dar (European
Centre for Disease Prevention and Control and European Medicines Agency, 2009). Das
Erregerspektrum hat sich in den letzten Jahren von grampositiven Erregern, wie bei-
spielsweise Methicillin-resistenten Staphylococcus aureus (MRSA), sowie Vancomycin-
resistenten Enterokokken (VRE) um gramnegative Pathogene erweitert (multiresistente
gramnegative; MRGN). Diese gramnegativen Erreger zeigen eine Vielzahl unterschied-
licher Resistenzmechanismen, teilweise auch in Kombinationen, die die Wirksamkeit der
Antibiotika einschranken. Dazu gehoért zum Beispiel die Inaktivierung durch Enzyme (Be-
talaktamasen), die Anderung von Zielstrukturen, Effluxpumpen, aber auch Veranderun-

gen der Zellpermeabilitat (Gauba and Rahman, 2023).

Die Zunahme an Resistenzen und deren Verbreitung in verschiedenen gramnegativen
Spezies hat zu einem erhéhten Auftreten von nosokomialen Infektionen und damit ein-
hergehend zu einer erhdhten Morbiditats- und Mortalitatsrate sowie zu einer 6konomi-
schen Belastung des Gesundheitssystems gefuhrt (Kommission fir Krankenhaushygi-
ene und Infektionspravention (KRINKO) beim Robert Koch-Institut (RKI), 2012;
Laxminarayan et al., 2013). Allein in Deutschland sterben jahrlich 9.700 Menschen an
Infektionen mit resistenten Erregern, weltweit wird die Zahl auf 1,3 Millionen geschatzt
(Robert Koch-Institut, 2022). Die Techniker Krankenkasse hat im Jahr 2014 die Mehr-
kosten bei MRGN-Patienten bereits auf 17.500 € beziffert (Oberdorfer et al., 2014).

Die Kommission fir Krankenhaushygiene und Infektionspravention (KRINKO) am Ro-
bert-Koch-Institut (RKI) flihrte eine phanotypische Definition der Multiresistenz bei gram-
negativen Stabchen ein, um eine Basis fir MalRnahmen- und Praventionsempfehlungen
zu schaffen. Hierbei wurde vor allem die Resistenz gegentber klinisch relevanten, bak-
teriziden Antibiotikaklassen herangezogen: Acylureidopenicilline, Cephalosporine der 3.
und 4. Generation, Carbapeneme und Fluorchinolone. Pathogene, die eine Resistenz
gegen 3 dieser Antibiotikaklassen aufweisen, werden als 3MRGN, mit Resistenz gegen
4 Antibiotikaklassen als 4MRGN bezeichnet (Kommission fiir Krankenhaushygiene und
Infektionspravention (KRINKO) beim Robert Koch-Institut (RKI), 2012). Diese Klassifi-
zierung wurde 2019 leicht modifiziert (KRINKO, 2019).



1.2 Bedeutung von multiresistenten gramnegativen Erregern im Gesundheits-

wesen

Immunsupprimierte, multimorbide und autoimmun erkrankte Personen, ebenso Patien-
ten, die eine Antibiotikatherapie bekommen oder viele Klinikaufenthalte hinter sich ha-
ben, haben ein erhéhtes Risiko, Trager von MRGN zu sein oder mit MRGN infiziert zu
sein. Es ist dennoch wichtig, zu verstehen, dass MRGN i. d. R. nicht virulenter sind als
die nicht multiresistenten Spezies, ebenso dhneln sich die Symptome im Falle einer In-
fektion. Zudem bedarf nicht jeder Nachweis von MRGN einer antibiotischen Therapie.
Eine Besiedlung muss dabei stets von einer Infektion unterschieden werden. Kommt es
jedoch zum Ausbruch einer Infektion, ist diese nur noch schwer zu beherrschen. Vor
allem eine orale und damit ambulante Antibiotikatherapie ist damit meist ausgeschlos-

sen.

1.21 Resistenzentwicklung

Viele Bakterien besitzen eine im Genom oder auf Plasmiden kodierte Resistenz. Resis-
tenzgene kdnnen Uber einen horizontalen Gentransfer zwischen Bakterien Ubertragen
werden (Stoliaroff-Pépin et al., 2017). Resistenzen, die auf Mutationen des Ziels des
Antibiotikums beruhen, kdnnen durch erhohten Einsatz von Antibiotika selektiert und
ebenfalls per horizontalem Gentransfer verbreitet werden. Der unkritische Einsatz von
Antibiotika, insbesondere der Einsatz derjenigen mit breitem Wirkungsspektrum, stellt
ein Risiko fur diese Resistenzentwicklung dar. 2016 konnten 85 % des gesamten Anti-
biotika-Verordnungsvolumens, was 700-800 Tonnen entspricht, dem ambulanten hu-
manmedizinischen Bereich zugeordnet werden (Bundesamt flir Verbraucherschutz und
Lebensmittelsicherheit and Paul-Ehrlich-Gesellschaft flir Chemotherapie e. V., 2016;
Holstiege et al., 2019).

Aktuelle Zahlen des Nationalen Referenzzentrums (NRZ) aus dem Jahr 2022 zeigen,
dass von den dorthin eingesendeten, in der Resistenztestung auffalligen Proben aus
dem medizinischen Bereich 68,5 % der Escherichia coli-, 63,8 % der Klebsiella pneumo-
niae-, 28,4 % der Pseudomonas aeruginosa- und 97,7 % der Acinetobacter baumannii-
Isolate Carbapenemase-positiv waren; im Vergleich zum Vorjahr 2021 stieg der Anteil
an Carbapenemase-positiven Isolaten in den eingesendeten Proben um 60 % (Pfennig-

werth et al., 2023). Dieser Anstieg zusammen mit der steigenden Pravalenz der MRGN



in aulerklinischen Intensivpflegeeinrichtungen verdeutlicht den dringenden Handlungs-
bedarf fur die suffiziente Detektion und konsekutive Einddmmung multiresistenter Erre-
ger (Schwerdtner et al., 2020).

1.2.2 Ubertragung der Resistenzen auf das Humanmikrobiom

Gewasser und Abwassersysteme stellen ein Reservoir fur derartige Resistenzen, aber
auch eine potenzielle Quelle fur die Verbreitung von antibiotikaresistenten Bakterien dar.
Es gibt Assoziationen zwischen Abwassersystemen von Klinikstationen und dem Auftre-
ten von resistenten Bakterien in Krankenhausern (Wendel et al., 2015). Der Zusammen-
hang zwischen der Mikrobiologie der Gewéasser und der Ubertragung von Antibiotikare-
sistenz werden derzeit untersucht (Westphal-Settele et al., 2018). Eine Ubertragung von
MRE Uber die Bewasserung von Nutzpflanzen mit kontaminiertem Wasser konnte im
Libanon nachgewiesen werden (Osman et al., 2024). Uberlegungen zur Einddmmung
der Verbreitung von MRE Uber Abwasser mit unterschiedlichen physikalischen oder che-
mischen Ansatzen sind Gegenstand aktueller Forschung (Bundesministerium fur Bil-

dung und Forschung, 2019).

Eine weitere potenzielle Quelle fir die Entstehung und die Ubertragung von resistenten
Keimen stellt die Masttierhaltung und die Nahrungsmittelproduktion dar (Witte, 1998).
Der prophylaktische Gebrauch von Antibiotika sowie der Gebrauch von Reserveantibio-
tika im Bereich der Masttierhaltung fordert die Resistenzentwicklung durch erhéhten Se-
lektionsdruck. In Deutschland wurden erstmals 2011 Carbapenemase-, genauer VIM-1-
Metallo-Betalaktamase-produzierende E. coli- und Salmonellen-Stamme in Nutztieran-
lagen nachgewiesen (Guerra et al., 2014). Im Jahr 2022 wurde das Resistenzgen vom
NRZ bereits in 14 Enterobacterales- und 9 P. aeruginosa-lsolaten nachgewiesen (Pfen-
nigwerth et al., 2023).

Da Menschen und Tiere mit den gleichen Keimen kolonisiert oder infiziert werden kén-
nen und auch mit den gleichen Antibiotika behandelt werden, wird deutlich, dass die
Einddmmung von Antibiotikaresistenzen nur durch einen multimodalen und sektoriber-
greifenden Ansatz moglich ist und die Landwirtschaft sowie die Nutztierhaltung dabei
miteinbezogen werden mussen. Die Deutsche Antibiotika-Resistenzstrategie DART ver-
eint Anliegen von Veterinar- sowie Humanmedizin und die daraus abzuleitenden Mal}-
nahmen zur Pravention der Ausbreitung von Antibiotikaresistenzen (Bundesministerium
fur Gesundheit, 2024).



1.2.3 Ubertragung von Mensch zu Mensch

Die Ubertragung von Mensch zu Mensch erfolgt vor allem im Gesundheitswesen, wel-
ches Krankenhauser, aber auch Pflegeeinrichtungen einschlie3t. Ein Grof3teil der MRE-
Falle in deutschen Krankenhausern kann auf Patienten zurlickgefuihrt werden, die be-
reits bei Krankenhausaufnahme asymptomatisch besiedelt waren und somit ein Reser-
voir und Vehikel fur die Verbreitung von MRE darstellen (Fournier et al., 2012; Schulz-
Stubner, 2016).

Die Kontaktlbertragung ist der Hauptlbertragungsweg fur MRE in medizinischen Ein-
richtungen, vor allem die direkte Ubertragung (iber die Hande - sowohl die der MRE-
Kolonisierten/-Infizierten als auch die des betreuenden Personals (Bitterwolf, 2017) - als
auch die indirekte Ubertragung Uber Zwischenablagen / kontaminierte Oberflachen (Al-
hmidi et al., 2020). Die aerogene Ubertragung spielt hier eine untergeordnete Rolle. Bei
der Verbreitung im Gesundheitswesen spielen zudem Selektionsdruck durch die Anwen-
dung von Breitspektrum-Antibiotika, Immunsuppression von Patienten als auch die An-
zahl von Krankenhausaufenthalten eine grof3e Rolle (Bundesamt fur Verbraucherschutz
und Lebensmittelsicherheit and Paul-Ehrlich-Gesellschaft flir Chemotherapie e. V.,
2016; Holstiege et al., 2019; Kommission fir Krankenhaushygiene und Infektionspra-
vention beim Robert Koch-Institut, 2002). Weitere Risikofaktoren sind das Vorkommen
oder das Einbringen von medizinisch notwendigen Devices (Trachealkanillen, Dauerka-
theter, PEG-Sonde etc.), Organtransplantationen, chronische Pflegebedirftigkeit und
haufige Antibiotikatherapien (Kommission fir Krankenhaushygiene und Infektionspra-
vention (KRINKO) beim Robert Koch-Institut (RKI), 2012).

1.2.4 Weltweite Verbreitung der MRE und Einschleppung

Durch Flucht und Zuwanderung auf der einen Seite und durch Reisen auf der anderen
Seite werden Erreger mit hier noch unbekannten Antibiotikaresistenzspektren eingetra-
gen. Da die Pravalenz von resistenten Erregern sich geografisch unterscheidet, spielen
Auslandsreisen und die damit verbundene Gefahr einer Infektion und/oder Kolonisierung
durch resistente Keime eine wichtige Rolle. Durch wachsende Mobilitat kbnnen somit
auch resistente Erreger leichter verbreitet werden (Gastmeier et al., 2016). Beispielhaft
flr die Ausbreitung der Resistenzen ist die geschatzte Entwicklung der Carbapenem-
Resistenz bei A. baumannii weltweit in Abbildung 1 dargestellt (Murray et al., 2022).
Wahrend in Deutschland die Rate noch mit 5-10 % der Isolate angegeben ist, ist die

Lage in Russland, in den Landern um das Schwarze Meer, in Indien, Saudi-Arabien,



Marokko und Argentinien, aber auch in Italien weit vorangeschritten mit mehr als 80 %
resistenten Isolaten. Diese Entwicklung wird sich bis 2050 weiter verschlechtern. In ganz
Osteuropa, Asien, auf dem siidamerikanischen Kontinent und in Nordafrika werden hohe
bis sehr hohe Resistenzraten vorausgesagt. Die Reisetatigkeit aus Deutschland heraus
fuhrt haufig in die entsprechend betroffenen Gebiete. Die Turkei, Griechenland und Ita-
lien, die eine sehr hohe Rate an Carbapenem-Resistenzen bei A. baumannii aufweisen,
sind beliebte Reiseziele fur deutsche Touristen.
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Abbildung 1: Rohdaten und modellierte Schétzung des Anteils der Carbapenem-resistenten Aci-

netobacter baumannii nach Land, 2019 (Murray et al., 2022)

Da auch die Flichtlingsstréme aus und Uber diese Gebiete flhren, ist ein weiterer Ein-
trag resistenter Keime wahrscheinlich. Viele Geflichtete stammen aus MRE-Hochpra-
valenzgebieten (Heer, 2016). Dies sind v. a. Lander in Osteuropa, Stdosteuropa, dem
sud-6stlichen Mittelmeerraum, Nordafrika, dem Nahen und Mittleren Osten sowie Asien
und Lateinamerika (Ruscher, 2014).



Bei Patientenkollektiven, die wahrend des Konfliktes in der Ostukraine zwischen 2014
und 2020 in ukrainischen Militarkrankenhdusern behandelt wurden, zeigen sich bei
durch bakterielle Erreger verursachten Infektionen haufig Erreger mit multiresistenten
Phanotypen (Kondratiuk et al., 2021). Dies zeigt sich auch bei Patienten, welche in uk-
rainischen Zivilkrankenhausern behandelt worden sind. Insgesamt ist in der ukrainischen
Bevodlkerung ein erhohtes Vorkommen an MRE im Vergleich zu Deutschland und ande-
ren europaischen Landern zu verzeichnen (European Centre for Disease Prevention and
Control and World Health Organization, 2022). Insbesondere der Patiententransfer zwi-
schen Gesundheitseinrichtungen stellt somit ein hohes Risiko zur Verbreitung von MRE
dar (Dietze et al., 2022).

Seit einigen Jahren wird daher ein risikoadaptiertes Screeningverfahren auf MRE emp-
fohlen. Einschlusskriterien sind: der Patiententransfer und Weiterversorgung aus ande-
ren medizinischen Einrichtungen oder die Herkunft bzw. Riickkehr aus einem Gebiet mit
erhéhtem Vorkommen von MRE (Kajova et al., 2021). Zivile Opfer des Krieges in der
Ukraine werden im Rahmen der europaischen Hilfe und im Rahmen des ,Kleeblattkon-
zeptes” in Deutschland medizinisch versorgt (Bundesamt fir Bevoélkerungsschutz und
Katastrophenhilfe, 2024). Durch mangelnde Hygienemalnahmen aufgrund des kriege-
rischen Zustandes und wegen der sehr breiten kalkulierten Antibiotikagabe bei der Be-
handlung von offenen Wunden steigt das Risiko fir schwerwiegende Wundinfektionen
durch MRE aufgrund des induzierten Selektionsdrucks (Kondratiuk et al., 2021). Insge-
samt konnten ESBL-bildende Enterobakterien, VRE sowie multiresistente Non-Fermen-
ter (A. baumannii, P. aeruginosa) sowie verschiedene Carbapenemase-Gene-tragende
Spezies (blaNDM-1, blaOXA-48-like, blaKPC und blalIMP) nachgewiesen werden. Teil-
weise zeigte sich die Notwendigkeit zum Einsatz von Reserveantibiotika zur Behandlung
der Infektionen dieser Patienten (z. B. Colistin, Cefiderocol, Ceftazidim/Avibactam), was
zum Teil das Auftreten von Sekundarresistenzen induzierte (Colistin, Cefiderocol). Dies
ist besorgniserregend, da diese Sekundarresistenzentwicklung zu nahezu panresisten-
ten Isolaten flhrt (Dietze et al., 2022).

1.2.5 Gesundheitliche Risiken

Bei asymptomatischen MRGN-Tragern ist die Wahrscheinlichkeit einer derartigen Infek-
tion stark erhéht (Willems et al., 2023). Bei einem Grol3teil der MRE-Falle in Deutschland
zeigt sich, dass vorab eine asymptomatische Besiedlung vorlag. Diese stellt ein Reser-

voir zur Verbreitung von MRE innerhalb der Klinik dar (Leistner et al., 2015; Schulz-
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Stlbner, 2016). Zusatzlich steigt das Risiko fur Infektionen bei Risikopatienten, wie im-
munsupprimierten Personen, sowie bei Personen mit nicht intakter Hautbarriere auf-
grund akuter und chronischer Wunden. Zudem stellen alle invasiven Malinahmen und
die Notwendigkeit des dauerhaften Einsatzes von beispielsweise Kathetern und
Trachealkanulen ein generell erhdhtes Risiko fur Infektionen mit resistenten oder nicht
resistenten Keimen dar, da sie eine Eintrittspforte in den Organismus der Patienten dar-

stellen (Gastmeier et al., 2016).

Im Spiegel der zunehmenden Pflegebedurftigkeit in unserer Gesellschaft und dem Be-
darf auf3erklinischer Intensivpflege (AKI) sind MRGN-Trager ein nicht zu unterschatzen-
des Risiko fir die Versorgten in derartigen Einrichtungen. Je nach Resistenzauspragung
kann nicht oder nur noch eingeschrankt antibiotisch therapiert werden. Dies fihrt ggfs.
zu unbeherrschbaren Infektionen, aber auch zu nicht mehr oral durchfiihrbaren Thera-
pien, die einen langeren Krankenhausaufenthalt mit den entsprechenden adversen Ef-
fekten wie Komplikationen und Tod zur Folge haben kénnen (Yaneja and Kaur, 2016).
Betroffen sind hier vor allem Personen mit einer eingeschrankten Immunabwehr, insbe-

sondere Altere und chronisch Kranke.

Viele Patienten, bei denen eine Infektion mit einem multiresistenten Erreger im Blut
nachweisbar ist (64 %), missen auf einer Intensivstation behandelt werden (Kalayci Ce-
kin, 2023). Umgekehrt sind auch etwa 65 % aller Intensivpatienten mit multiresistenten
Erregern kolonisiert oder von einer Infektion betroffen (Duhaniuc et al., 2024). In einer
Studie aus Sidkorea konnte sogar gezeigt werden, dass 2/3 der Patienten auf einer
Intensivstation bei Einlieferung mit einem multiresistenten Erreger kolonisiert waren und
das restliche Drittel auf der Station kolonisiert / infiziert wurde (Kim et al., 2023). In
Deutschland infizieren sich jahrlich 55.000 Menschen, davon sterben schatzungsweise
9.700 Menschen aufgrund mikrobieller Resistenzen (Robert Koch-Institut, 2022), wobei

alle Untersuchungen ein Ansteigen der Zahlen voraussagen (Naghavi et al., 2024).

Insbesondere P. aeruginosa, Acinetobacter spp. und Enterobacterales weisen ausge-
pragte Resistenzmuster auf (Denkel et al., 2020; Hilty et al., 2012; Tacconelli et al.,
2014). ESBL-produzierende Enterobacterales sind weit verbreitet und verursachen In-
fektionen in einer Gemeinschaft oder im Gesundheitsbereich (Bilinski et al., 2016; Righi
et al., 2016). A. baumannii kann Pneumonie und Sepsis verursachen, verbunden mit
einer entsprechend hohen Mortalitat und Morbiditat. P. aeruginosa verursacht Sepsis,

Pneumonie und Harnwegsinfektionen (Hilty et al., 2012; Tacconelli et al., 2019).
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Die Liegezeiten im Krankenhaus verdreifachen sich bei einer entsprechenden Infektion
und eine ambulante Folgebehandlung muss in der Regel angeschlossen werden (Ober-
dorfer et al., 2014). Aufgrund der in der Regel angeordneten IsolationsmalRnahmen
kommt es zu einer erheblichen Gefahrdung der Patienten durch eine schlechtere statio-
nare Versorgung z. B. durch seltenere und kirzere Visiten (50 % weniger Zeit an den
Patienten) oder unnétig lange Wartezeiten auf notwendige MaRnahmen. Weitere Folgen
sind Nebenwirkungen wie Dekubitus, vermehrte Stlrze oder Flissigkeits- und Elektroly-
tentgleisungen und auch psychische Belastungen aufgrund fehlender sozialer Kontakte
(Just and Ziegler, 2017). All diese Auswirkungen der Isolation kénnen fur sich bereits zu
einer Erhéhung der Morbiditat und Mortalitat der meist alteren Patienten flhren, wobei

hier noch weitreichendere Studien fehlen (Duhaniuc et al., 2024).

Dementsprechend mussen einerseits Versorgungsstatten geschaffen werden, die durch
ein gutes Hygienemanagement, Personalschulung und bauliche Versorgungsstruktur
Risikopatienten nicht gefahrden, andererseits missen praventiv die Trager von MRGN
und allen anderen multiresistenten Keimen durch ein entsprechendes Screening bereits
bei der Aufnahme identifiziert und frihzeitig entsprechenden Praventions- und Thera-

piemalRnahmen zugefiihrt werden (Schwerdtner et al., 2020).

1.3 Screening-Methoden

Die Detektion asymptomatisch kolonisierter Patienten mittels Screening kénnte dabei
helfen, die Verbreitung von MRE, insbesondere MRGN, durch die Einleitung adaquater
Maflinahmen einzudammen. Die Datenlage macht deutlich, dass ein standardisiertes

Verfahren zur Detektion von MRE unabdingbar ist.

1.3.1 Was ist ein Screening

Die Intention eines Screenings ist die Friherkennung von Krankheiten. Hierbei geht es
in erster Linie um die Detektion einer Erkrankung in einer asymptomatischen, nicht di-
agnostizierten Personengruppe (Spix and Blettner, 2012). Innerhalb einer Gruppe wird
mithilfe eines Screenings getestet, wer in Bezug auf eine Zielerkrankung diese mit hoher
Wahrscheinlichkeit hat bzw. mit hoher Wahrscheinlichkeit nicht hat. Die Personen mit
einer erhéhten Wahrscheinlichkeit werden weiter untersucht und gegebenenfalls diag-
nostiziert und dementsprechend therapiert (Morrison, 1992). Um ein Screening aussa-
gekraftig zu machen, gibt es klare Kriterien. Diese schlie®en die praktische Durchflh-
rung des Screeningverfahrens, die zu untersuchende Personengruppe und den Zeitplan

mit ein.
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Ein mikrobiologisches Screening soll dagegen den Kolonisierungsstand bzw. Tragersta-
tus einer Person, die in eine Gesundheits- oder Pflegeeinrichtung aufgenommen wird,
bezuglich einer Vielzahl von Erregern ermitteln. Die Intention dabei ist es, eine Ubertra-
gung auf andere Bewohner/Patienten und somit auch die Inzidenz von nosokomialen
Infektionen zu reduzieren (Warye and Murphy, 2008). Ein weiteres Ausbreiten eines Er-
regers soll konsekutiv durch gezieltes Management eingedammt werden (Kommission
fur Krankenhaushygiene und Infektionspravention beim Robert Koch-Institut, 2002;
Scheithauer and Simon, 2015).

Ob ein Patient tatsachlich von MRE besiedelt oder infiziert ist, kann mit entsprechenden
Kolonisationsscreening festgestellt werden. So wird in der Praxis bei Patienten mit einem
entsprechenden Risiko fur die Besiedlung ein Nasenabstrich und ein Rektalabstrich
durchgefiihrt. Dieses Screening kann beim Auftreten z.B. schlecht heilender Wunden

ausgeweitet werden.

1.3.2 Leitlinien

Im Infektionsschutzgesetz (IfSG) ist verankert, dass Leiter von Krankenhausern und Ein-
richtungen fur ambulantes Operieren dazu verpflichtet sind, das Auftreten von nosokomi-
alen Infektionen und das Auftreten von Erregern mit Resistenzen bzw. Multiresistenzen
zu erfassen (Bundesministerium fiir Justiz, 2000). Das RKI legt die Liste der zu erfas-
senden Erreger und Infektionen unter Bertcksichtigung von epidemiologischer und kli-
nischer Relevanz, Vorkommen und Verbreitung fest. Ziel dieser Erfassung ist in erster
Linie die Pravention und die Vermeidung der Weiterverbreitung bei einer Haufung von
nosokomialen Infektionen. AuRerdem soll sie Schwachstellen im Hygienemanagement
und die Notwendigkeit von gezielten HygienemalRnahmen, Schulungen von Personal
und die kritische Bewertung von Antibiotikaeinsatzen aufzeigen (Robert Koch-Institut,
2013).

Das mikrobiologische Screening hat sowohl eine individualmedizinische als auch eine
infektionsepidemiologische sowie infektionspraventive Komponente. Das Screening
selbst soll risikoadaptiert erfolgen. Die AG Infektionsschutz der Arbeitsgemeinschaft der
Obersten Landesgesundheitsbehdrden (AOLG) beschreibt, dass die Empfehlungen der
KRINKO zum Screening von MRGN weiter prazisiert und genauer definiert werden mus-
sen. Ebenso sind die Kenntnis und die Umsetzung der KRINKO-Empfehlungen im klini-

schen Alltag noch unzureichend (Stoliaroff-Pépin et al., 2017). Vor allem fehlen Empfeh-
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lungen zur standardisierten Durchfihrung mit Ricksicht auf Indikation, Abstrichme-
thode, Abstrichmaterial und Transport- sowie Lagerungsbedingungen (KRINKO, 2019).

Daher sind auch regelmafige Anpassungen notwendig.

Eine Patientenibernahme von einer anderen intensivmedizinischen Station verlangt bei-
spielsweise ein Screening (Kommission fur Krankenhaushygiene und Infektionspraven-
tion beim Robert Koch-Institut, 2012). Allerdings gewinnt die Etablierung eines risikoba-
sierten Screenings auf MRGN bei einem stationaren Klinikaufenthalt zuletzt wegen der
Zuwanderung von Menschen aus MRE-Endemiegebieten an Bedeutung (Dietze et al.,
2022). Daher wurden die Kriterien fir ein risikobasiertes Screening angepasst: wie z. B.
ein kurzlicher Kontakt mit dem Gesundheitssystem in einem Endemiegebiet, oder der
Kontakt zu einem 4MRGN-Patienten z. B. durch die Versorgung im selben Krankenzim-

mer wahrend eines stationaren Aufenthaltes (KRINKO, 2019).

Ein weiteres Beispiel ist die Anpassung der KRINKO-Empfehlung von 2007, in der es
noch hiel3, dass lediglich Frihgeborene mit einem Geburtsgewicht unter 1.500 g mittels
Nasen-/Rachen-/Trachealabstrich oder Rektalabstrich auf nosokomiale Erreger unter-
sucht werden sollen (Kommission flr Krankenhaushygiene und Infektionspravention
beim Robert Koch-Institut, 2007). So lautet die Empfehlung fir neonatologische Inten-
sivpatienten, dass ein wochentliches Screening durchgefiihrt werden solle. Dies ist un-
abhangig vom Geburtsgewicht und schliel’t alle Patienten, die auf einer neonatologi-

schen Intensivpflegestation (NICU) behandelt werden, mit ein.

Die Liste der besonders relevanten Erreger fir ein mikrobiologisches Screening kann
epidemiologisch variieren, aus diesem Grund muss auch diese Liste regelmaRig erganzt
und angeglichen werden (Robert Koch-Institut, 2013). Neben wichtigen Informationen
wie Patientendaten, Lokalisation und Zeitpunkt der Probenentnahme sollte dem Labor
mitgeteilt werden, ob die Probe aufgrund eines gezielten Infektionsverdachts oder im

Rahmen eines Routinescreenings gewonnen wurde (Scheithauer and Simon, 2015).

1.4 Lernen am Modell
Die Schulung in der Durchflihrung von Rektalabstrichen an den Betroffenen selbst kann
aufgrund der schambehafteten Natur der Untersuchung nur erschwert erfolgen. Dieses

Problem in der medizinischen Schulung kann auf unterschiedliche Weisen angegangen

werden. So kénnen manche Operationstechniken, z. B. Anastomosen, die bei der chi-
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rurgischen Behandlung von kolorektalen Tumoren verwendet werden, an Silikonmodel-
len oder tierischem Ersatzgewebe eingetibt werden, aber auch die virtuelle Realitat halt
mehr und mehr Einzug (Sankaranarayanan et al., 2021). Mit weiteren Modellen kann
beispielsweise eine Koloskopie trainiert werden (Buscaglia et al., 2015). Allerdings
kommt es bei diesen Modellen nicht auf die genaue Beschaffenheit der Oberflache des
Rektums an. Ein dezidiertes Rektalmodell fiir Screeninguntersuchungen steht bisher
nicht zur Verfigung und die Verwendung einer Pflege- oder Reanimationspuppe ist
ebenfalls nicht zielfihrend, da diese nicht Uber ein anatomisch korrekt ausgearbeitetes
Rektum verfugt. Eine Testung an Patienten, die zudem noch mit einer unterschiedlichen
Bakterienflora ausgestattet sind, ist keine Option, um eine objektivierte und standardi-

sierte Schulung durchzufuhren.

Daher sind anatomisch korrekte Modelle mit einer adaquaten Haptik und der natlrlichen
Resilienz ein wichtiges Schulungsobjekt. In der Arbeitsgruppe, in der die hier vorgelegte
Arbeit durchgefiuhrt wurde, hat sich der Silikonkunststoff Dublisil 15 der Firma Dreve
etabliert, mit dem bereits Nasenmodelle flir Schulungszwecke hergestellt wurden. Bei
der Schulung von medizinischem Personal fiir die korrekte Durchfiihrung von Nasenab-
strichen (Warnke et al., 2014b) wurde daher ein anatomisch korrekter Dummy aus Sili-
konkunststoff verwendet, der die entsprechende Resilienz und Haptik aufwies. Damit
konnten erstmals ausgiebige und objektivierbare Studien im standardisierbaren Labor-

setting durchgefihrt werden.

Dummys werden auch in sog. ,Skills labs” eingesetzt, um eine Routine bei invasiven
medizinischen Verfahren wie Katheterisierung, Erlernen von Nahttechniken oder der
Punktion von Gefallen zu erreichen (Universitat Rostock, 2024). Es ist zu beobachten,
dass Studenten, die an derartigen Kursen teilgenommen haben und denen ein gut aus-
gestattetes Skills lab mit entsprechendem Feedback zur Verfliigung stand, mehr Selbst-
vertrauen bei der Anwendung der Techniken im Klinikalltag haben (Sahu et al., 2019).
Allerdings fehlen derartige Ubungsmdglichkeiten meist im Bereich der Hygiene / mikro-
biologischen Diagnostik, sodass wichtige Verfahren in diesem Bereich, zu dem auch

Rektalabstriche gehdren, selten bis gar nicht getibt werden kénnen.
Auch im weiteren Berufsalltag kénnen Modelle zur Schulung und Fortbildung genutzt

werden. So konnte bei einer Studie, bei der die Nasenmodelle zum Einsatz kamen, direkt

festgestellt werden, dass die medizinisch erfahrenen Studienteilnehmer haufig den Ab-
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strichtupfer zu weit in die Nase eingefiihrt haben, was im Laufe der Studie korrigiert wer-
den konnte (Harnack, 2014). Dies ware im Klinikalltag nicht aufgefallen, was die Bedeu-

tung der Verwendung von Dummys unterstreicht.

1.5 Bisherige Erkenntnisse

In den vergangenen Jahren hat sich herauskristallisiert, dass die Praanalytik einen sehr
hohen Stellenwert bei der Diagnostik und Therapie von MRGN als Infektionserreger hat
(Fritzenwanker et al., 2018). Wichtige Parameter zur Keimerfassung sind hierbei einer-
seits die richtige bzw. eine standardisierte Durchflihrung der Abstrichmethode und an-
dererseits die Auswahl des richtigen Abstrichmaterials. Es hat sich gezeigt, dass der
quantitative Nachweis von MRE mafgeblich mit der Auswahl des Tupfermaterials sowie
mit der zur Durchfihrung gewahlten Abstrichmethode zusammenhangt (Barber et al.,
1998; Bartolitius et al., 2014; Verhoeven et al., 2010; Warnke et al., 2016, 2014c, 2014b,
2014a).

Die zu untersuchenden Infektionserreger befinden sich zum gréf3ten Teil im Gastroin-
testinaltrakt (MRGN, VRE und zum Teil MRSA), somit stellen der Rektalabstrich und
auch der Nasen-/Rachenabstrich geeignete Verfahren zur Probenentnahme fir ein
Screening dar (KRINKO, 2019; Scheithauer and Simon, 2015). Bisher haben intraanale
Abstriche die besten quantitativen Ergebnisse bei der Detektion von MRGN gezeigt
(Warnke et al., 2016). Zudem gibt es weitere Forschungsarbeiten, die das Abstrichma-
terial zur Detektion von MRE analysieren, die zeigen, dass Stieltupfer aus Kunststoff
(Viskose) im quantitativen Nachweis von Keimen signifikante Unterschiede zu Nylon-
geflockten und Polyurethan (PU)-Schaumstoff-Stieltupfern aufzeigen (Jones et al., 2011;
Roelofsen et al., 1999; Verhoeven et al., 2010; Warnke et al., 2016). Dennoch hat sich
bis heute kein standardisiertes Abstrichverfahren etabliert, welches Entnahmeort, Indi-

kation, Art und Weise des Abstriches und Abstrichmaterial gleichermalien miteinbezieht.
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Abbildung 2: Elektronenmikroskopische Aufnahme von vier verschiedenen Stieltupfer-Képfen
(Panpradist et al., 2014)

A: Geflockter Nylon-Stieltupfer; B: Polyurethan-Schaumstoff-Stieltupfer; C: Kunststofffaser-

Stieltupfer; D: Kunststofffaser-Stieltupfer aus gewickelter Viskose.

Abbildung 2 zeigt elektronenmikroskopische Aufnahmen von Stieltupfer-Képfen. Unter-
schiede in der Struktur des Materials sind deutlich zu erkennen (Panpradist et al., 2014).
Diese unterschiedliche Struktur und Oberflachenbeschaffenheit legen nahe, dass sie die
Aufnahme und Abgabe von Bakterien wahrend der Abstrichentnahme und Elution be-
einflussen. Es zeigen sich signifikante Unterschiede in der Volumen-Rickgewinnung als
auch im quantitativen Bakteriennachweis zwischen trockenen und feuchten Proben
(Panpradist et al., 2014). Zudem zeigen sich signifikante Unterschiede im quantitativen
Nachweis beim Gebrauch von verschiedenen Stieltupfern (Warnke et al., 2014a).

In vorangegangen Arbeiten zeigt sich bereits der signifikante Einfluss von praanalyti-
schen Parametern auf das Ergebnis zum Nachweis von Enterobacterales spp. in Bezug
auf den Abstrichort und das zum Abstrich verwendete Material. Die Differenzierung zwi-
schen verschiedenen Abstrichorten zum Nachweis von MRGN, im Speziellen der Unter-
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schied zwischen perianalen und intraanalen (rektalen) Abstrichen, ist insofern von Be-
deutung, da Unterschiede in Anatomie und Histologie mitberucksichtigt werden. Bei ei-
nem perianalen Abstrich wird das mehrschichtige verhornte Plattenepithel der Felder-
haut um den Anus herum abgestrichen, ein intraanaler Abstrich hingegen erfasst die
intestinale, von mehrschichtig unverhorntem Plattenepithel und Zylinderepithel ausge-
kleidete Mukosa. Hinsichtlich Sensitivitdt und nachgewiesener mittlerer Menge (KBE)
zeigte sich eine signifikante Uberlegenheit von intraanalen Abstrichen im Vergleich zu
perianalen Abstrichen bei Screening auf Enterobacterales spp. Allerdings zeigte sich
kein Unterschied bei der Tiefe des Abstriches zwischen 1 cm und 5 cm (Warnke et al.,
2016).

1.6 Zielsetzung dieser Arbeit

Angelehnt an bisherige Erkenntnisse wird deutlich, dass die Verbreitung von MRE ein
zentrales und allen Prognosen nach ein zunehmendes Problem im Bereich der Gesund-
heitsversorgung darstellt. Zudem wird deutlich, dass eine adaquate Diagnostik unter Be-
rucksichtigung von praanalytischen Parametern fur das Hygienemanagement von MRE
und die Behandlung von Patienten mit MRE zwingend notwendig ist (KRINKO, 2019).
Da es keine offiziellen Vorgaben zur Durchfihrung von Screenings in Bezug auf Ab-
strichmaterial, Abnahmeort und Abnahmetechnik gibt, ergeben sich hierbei folgende

zentrale Fragestellungen:

Fihrt der Gebrauch von verschiedenen Tupfern zu verschiedenen Ergebnissen?
Gibt es einen besonders geeigneten Tupfer?

Sind die unterschiedlichen Tupfersysteme fir alle Spezies geeignet?

Y V VYV VY

Gibt es quantitative Unterschiede zwischen MRGN (multiresistenten) und Nicht-
MRGN-(sensitiven) Phanotypen gleicher Spezies bei dem Gebrauch des glei-

chen Tupfers?
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Material und Methoden

Bakterienstamme

In Tabelle 1 sind die verwendeten nicht-resistenten Bakterienstamme aufgelistet, in Ta-

belle 2 die korrespondierenden resistenten Stamme. Die Stdamme wurden bei -80 °C

gelagert.

Tabelle 1: Nicht resistente gramnegative Stdbchenbakterien

Stamm Charakteristika/Vorkommen Herkunft/
Referenz
Escherichia coli | Fakultativ anaerob, gramnegative Stabchen, Fa- | ATCC 25922
milie: Enterobacterales, Teil der physiologischen | DSM 1103
Darmflora bei Menschen und warmblitigen Tieren
Klebsiella Fakultativ anaerob, gramnegative Stabchen, Fa- | ATCC 700603
pneumoniae milie: Enterobacterales, Teil der physiologischen
Darmflora bei Menschen und warmbldtigen Tieren
Pseudomonas | Oxidase-positive, gramnegative Stabchen, | ATCC 27853
aeruginosa Gruppe der Nonfermenter, Nasskeim DSM 1117
Acinetobacter | Oxidase-negative, = gramnegative = Stabchen, | DSM 30008
baumannii Gruppe der Nonfermenter, Nasskeim
Tabelle 2: Multiresistente gramnegative Stdbchenbakterien (MRGN)
Stamm Charakteristika/Vorkommen Herkunft/
Referenz
Escherichia Fakultativ anaerob, gramnegative Stadbchen, Fami- | NRZ 16984
coli lie: Enterobacterales, Teil der physiologischen
Carbapene- Darmflora bei Menschen und warmblitigen Tieren
mase OXA 48
Klebsiella Fakultativ anaerob, gramnegative Stadbchen, Fami- | NRZ 00280
pneumoniae lie: Enterobacterales, Teil der physiologischen
Carbapene- Darmflora bei Menschen und warmblitigen Tieren
mase KPC 2
Pseudomonas | Oxidase-positive, gramnegative Stabchen, Gruppe | NRZ 00425
aeruginosa der Nonfermenter, Nasskeim
Carbapene-
mase VIM 2
Acinetobacter | Oxidase-negative, = gramnegative = Stabchen, | V6234 / 6166 /
baumannii Gruppe der Nonfermenter, Nasskeim 1677
Carbapene-
mase OXA 23
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2.2 Stieltupfer

Nachfolgende Stieltupfer wurden getestet (Abbildung 3):

T

20
g
z

i

Abbildung 3: Makroskopische Aufnahme der verschiedenen Stieltupfer

A. Copan, FLOQ Swab, Brescia, Italien: Abstrichbesteck mit Nylon-beflocktem Wattetrdger,
Ref.nr. 552C; B. MWE (Medical Wire & Equipment), Sigma-Swab, Corsham, Wiltshire, England:
Abstrichbesteck mit Schaumkunststoff aus Polyurethan Wattetrager, Ref.nr. MW941; C. Sarstedt,
Nimbrecht, Deutschland, via Copan, Brescia, Italien: Abstrichbesteck mit sterilem Kunststofffa-
ser-Wattetrdger, Ref.nr. 80.1301; D. MWE (Medical Wire & Equipment), Dryswab, Corsham,
Wiltshire, England: Abstrichbesteck mit Kunststofffaser-Wattetrdger, Ref.nr. MW102
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Der FLOQ Swab (Copan, Brescia, Italien; Ref.nr. 552C): Abstrichbesteck mit Nylon-be-
flocktem Wattetrager wird im Weiteren als ,Nylon-Tupfer” bezeichnet; MWE (Medical
Wire & Equipment), Sigma-Swab, Corsham, Wiltshire, England: Abstrichbesteck mit
Schaumkunststoff aus Polyurethan Wattetrager, Ref.nr. MW941 als ,PU-Tupfer;
Sarstedt, Nimbrecht, Deutschland, via Copan, Brescia, Italien: Abstrichbesteck mit ste-
rilem Kunststofffaser-Wattetrager, Ref.nr. 80.1301 als ,Kunststoff-Tupfer Sarstedt‘ und
MWE (Medical Wire & Equipment), Dryswab, Corsham, Wiltshire, England: Abstrichbe-
steck mit Kunststofffaser-Wattetrager, Ref.nr. MW102 als ,Kunststoff-Tupfer Medical
Wire".

2.3 Nahrmedien und Puffer

NaCl 0,9 % (500 ml)

Die 0,9-prozentige NaCl-Losung wurde fir die Verdinnung von Bakterienkulturen her-
angezogen. Fur die Herstellung von 0,9-prozentiger Kochsalzlosung werden 4,5 g Nat-
riumchlorid (99,5 %; Carl Roth, Karlsruhe) in 500 ml destilliertem Wasser (A. dest.) ge-
|6st. Die Sterilisation erfolgte fur 10 min bei 121 °C und 2 bar Druck im Autoklaven.

Brain Heart Infusion (1000 ml)

Zur Herstellung der Bakteriensuspension zur Inokulation der Rektalmodelle wurde eine
Hauptkultur jeder Bakterienspezies angezlichtet. Hierfir wurde Brain Heart Infusion
(BHI) als Nahrmedium genutzt. Fir die Herstellung wurden 37 g Brain-Heart-Infusion-
Pulver (Oxoid, Wesel) mit 1000 ml Aqua dest. aufgefullt und bei 121 °C autoklaviert. Die

Zusammensetzung ist in Tabelle 3 aufgeschlusselt.

Tabelle 3: Inhaltsstoffe Brain Heart Infusion (Oxoid)

Name g/l
Brain infusion solids 12,5
Brain heart infusion solids 5,0
Proteose peptone 10,0
Glucose 2,0
NaCl 5,0
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Name g/l
Di-Sodiumphosphate 2,5

2.4 Laborgerate und Materialien

Die im Rahmen dieser Arbeit verwendeten Laborgerate sind in Tabelle 4, die Materialien

und Chemikalien sind in Tabelle 5 mit den entsprechenden Bezugsquellen aufgefuhrt.

Tabelle 4: Laborgeréte mit Herstellerangaben

Laborgerat Hersteller

Analysenwaage Ohaus Cooperation, Parsippany, NJ, USA
Brutschrank, Typ HeraCell Heraeus, Hanau, D

Gefrierschrank -80°C Typ HFU 586 | Heraeus, Hanau, D

Top

Zentrifuge Typ Megafuge 1.0 R Heraeus, Hanau, D

Pipetten (10-1000 pl) Eppendorf, Hamburg, D

Pipetten (5, 10, 25 ml) Sarstedt, Nimbrecht, D

Pipettierhilfe ,STRIPETTOR ULTRA® | Corning, NY, USA

Rollermischer RS-TR 05 Phoenix Instrument GmbH, Garbsen, D
Vortex RS-VF-1 Phoenix Instrument GmbH, Garbsen, D
Schuttelinkubator N-Biotek, Gyeonggi-do, Korea
Sterilbank BW-130 Biowizard Kojair, Mantta-Vilppula, Finnland

Tabelle 5: Materialien mit Herstellerangaben

Materialien Hersteller

A. dest. Zentralapotheke Universitat Rostock

Columbia-Agar, mit 5 % Schafsblut Becton Dickinson, Heidelberg, D
Eppendorf-Gefalte (1,5 mlund 2 ml) | Eppendorf, Hamburg, D

Erlenmeyerkolben Schott, Mainz, D
Glasperlen 2,85-3,45 mm Carl Roth, Karlsruhe, D
Trichter Carl Roth, Karlsruhe, D
Glycerin 99,5 % Carl Roth, Karlsruhe, D
Mulltupfer Fesmed, Frankenberg, D
Urinbecher (100 ml) Sarstedt, Nimbrecht, D
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Materialien Hersteller

Petrischalen Sarstedt, Numbrecht, D
Pipettenspitzen (10, 100, 1000 ul) Sarstedt, Nimbrecht, D
Plastikrohrchen (5, 50 ml) Greiner, Frickenhausen, D
Impfschlingen (blau) Greiner, Frickenhausen, D

Ethanol 96% (vergallt) Zentralapotheke Universitat Rostock

2.5 Stammhaltung und Kultur der Bakterien

2,51 Allgemeine Anzuchtbedingungen und Stammhaltung

Die Anzucht samtlicher Erreger erfolgte unter folgenden Bedingungen auf Columbia-
Agarplatten mit 5 % Schafblut als Festmedium. Die Flussigkultur erfolgte in BHI-Nahr-
medium. Die Bakterien wurden generell 18-24 Stunden unter standardisierten Bedin-

gungen angezlchtet, das heil3t aerob, 37 °C und bei 5 % CO,,.

2.5.2 Vermehrung der Bakterien und Herstellung der Gefrierkulturen

Zur Herstellung einer Vorkultur wurde ein Aliquot der Stammsuspension mit einer
Impfése auf eine Columbia-Agarplatte mit 5 % Schafblut ausgestrichen und bei 37 °C
und 5 % CO: fur 24 Stunden bebritet. Am nachsten Tag wurde zur Herstellung einer
Vorkultur mithilfe einer Ose eine Bakterienkolonie von der Platte entnommen, in 5ml BHI-
Nahrmedium suspendiert und bei 180 Umdrehungen pro Minute (RPM) und 37 °C fir 24
Stunden in den Schuttelinkubator gestellt. Am nachsten Tag wurde mit 1ml der Vorkultur
200 ml vorgewarmte BHI inokuliert (Hauptkultur). Diese wurde weitere 4-5 Stunden bei
180 RPM und 37 °C in den Schittelinkubator gestellt.

AnschlieRend wurde die Hauptkultur auf 6 Greiner-Réhrchen mit 4 x 40 mlund 2 x 20 ml
verteilt und im nachsten Schritt zentrifugiert (4000 U/min, 4 °C und 10 min). Der Uber-
stand wurde abgekippt und das Sediment mit einer gekihlten Lésung aus 9 ml BHI und
1 ml 99 % Glycerin resuspendiert. Dabei wurde mit den 10 ml im ersten Réhrchen mit
der Resuspension des Sedimentes begonnen und dies dann in das zweite R6hrchen
Uberfihrt. Ebenso wurde mit den Roéhrchen 3, 4, 5 und 6 verfahren. Danach wurden die
Réhrchen erneut mit 10 % Glycerin in BHI ausgewaschen, bis das gesamte Sediment
aus allen Rohrchen (insgesamt 20 ml) im sechsten R6hrchen gesammelt war. Daraufhin

wurde je 500 ul Zellsuspension in je ein Cryotube aliquotiert. Nach 5 Cryotubes wurde
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die Bakteriensuspension durchgemischt. Dieses Verfahren wurde fur jeden Bakterien-
stamm separat durchgefiihrt. Diese Verteilung ergab 40 Cryotubes mit 500 ul Bakterien-
suspension pro Bakterienstamm. Diese Aliquote wurden als Gefrierkultur bezeichnet.
Die Inokulation der Modelle erfolgte ausschlieRlich mit den Bakterien aus der Gefrierkul-

tur.

2.5.3 Konzentrationsbestimmung der Bakteriensuspensionen

Nach dreitagiger Aufbewahrung im Gefrierschrank wurden 3 Proben der Gefrierkultur
entnommen, um die Konzentration mittels einer Verdinnungsreihe zu bestimmen, die
auf Agarplatten ausplattiert, bebritet und ausgezahlt wurden. Aus den Ergebnissen
wurde der Mittelwert gebildet. Ausgehend davon wurde die Verdiinnungsreihe berech-
net, um die Zieldosis fir die Inokulation der Rektalmodelle zu erhalten. Fir die Konzent-
rationsbestimmung wurden je Verdinnungsschritt 900 ul 0,9-prozentige NaCl-Lésung in
Eppendorf-Gefalie gefillt, zu denen dann jeweils 100 ul aus der Ausgangssuspension
bzw. der nachsthohen Verdinnung hinzugefigt wurden. Diese Suspension wurde vor
jedem Schritt grindlich gemischt. Von den hergestellten Verdinnungen wurde jeweils
100 pl auf Agar ausplattiert und flr 24—48 Stunden bei 37 °C und 5 % CO; inkubiert. Im

Anschluss erfolgte die Auszahlung.

2.5.4 Herstellung der Bakteriensuspension fiir die Modellinokulation

Als Zieldosis fir die Inokulation wurde eine Konzentration von 1 x 10% und 1 x 10° kolo-
niebildende Einheit (KBE)/ml Bakteriensuspension festgelegt. Das flr die Versuchs-
durchfiihrung an 16 Modellen benétigte Volumen betrug 30 ml der 1 x 10° KBE/ml Bak-
teriensuspension und 60 ml der 1 x 10° KBE/mlI Konzentration. Die Gefrierkultur wurde
aufgetaut, durchgemischt und entsprechend verdiinnt. Diese wurde fiir jeden Bakterien-

stamm individuell berechnet und nach Schema durchgefuhrt.

Zur Kontrolle der eingestellten Bakterienzahl wurden serielle Verdinnungsreihen der
Bakteriensuspension auf Columbia-Agarplatten mit 5 % Schafblut ausplattiert und
24 Stunden lang bei 37 °C inkubiert.

2.6 Versuchsaufbau

2.6.1 Das Rektalmodell

In Anlehnung an ein bereits verwendetes Nasenmodell zur Entwicklung eines standar-

disierten Abstrichverfahrens im Rahmen des MRSA-Screenings (Harnack, 2014) wurde
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ein Rektalmodell aus Silikonkautschuk verwendet (Abbildung 4). Das Silikonmaterial
,Dublisil 15 (Dreve Dentamid, Unna, Deutschland), welches urspringlich fir zahntech-
nische Labore zur Doublierung von Gipszahnmodellen entwickelt wurde, hat eine ahnli-
che Konsistenz wie menschliche Haut. Die Materialoberflache zeigte sich im Nasenmo-
dell auch nach 25 Sterilisationszyklen (121 °C; 2,1 bar) unverandert (Warnke et al.,
2014b). Die 20 Rektalmodelle wurden in der Klinik und Poliklinik fir Zahnarztliche Pro-
thetik und Werkstoffkunde an der Universitat Rostock, Leitung Prof. Dr. med. dent. Peter
Ottl, hergestellt.

Abbildung 4: Rektalmodell aus Dublisil 15

Links: interne Ansicht mit Enddarmimitation, rechts: externe Ansicht mit Rektaléffnung

2.6.2 Inokulation

Die Rektalmodelle wurden vor der Inokulation in Aluminiumfolie verpackt und bei 121 °C
und 2,1 bar autoklaviert. Im Anschluss daran wurden diese mit den entsprechenden Er-
regern inokuliert.

Es wurden 16 50 ml Greiner-Réhrchen bis zur 45-ml-Markierung mit Glasperlen befilllt.
Dann wurden diese Greiner-Réhrchen mit je 3 ml der Konzentration 1 x 10° KBE/ml be-
fullt und 10 Minuten bei einer Geschwindigkeit von 35 Umdrehungen/min auf den Rol-
lermischer gelegt. Wahrenddessen wurden 16 x 2 Mulltupfer in eine Petrischale gege-
ben und mit 1,5 ml der Konzentration 1 x 10° KBE/ml betraufelt.
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Die Praparation des Modells erfolgte folgendermafien: Mit dem Deckel der Greiner-
Rohrchen wurde das Rektalmodell an der Unterseite verschlossen und mithilfe eines
Trichters wurden dann die Glasperlen am Rektaleingang eingefullt. Zum Schluss wurden
die beiden Mulltupfer mit einer Pinzette eingefiihrt. Abbildung 5 illustriert das Vorgehen.

1. Glasperlen mit Trichter eingefihrt.

2. Dann wurden die Mulltupfer eingefihrt.

3. Intraanale Abstrichentnahme, in dem der Tupfer 5
cm eingefiihrt wurde.

Hier wurde die Offnung verschlossen,
MNach Abstrichentnahme wurden hier die
Glasperlen entfernt.

Abbildung 5: Durchfiihrung der Inokulation der Rektalmodelle
2.6.3 Standardisiertes Abstrichverfahren
Zur gezielten Analyse der verschiedenen Stieltupfer wurde ein standardisiertes Abstrich-

verfahren implementiert. Das heil3t, der Stieltupfer wurde 5 cm senkrecht in das Rektal-
modell eingefiihrt und 360° im Uhrzeigersinn gedreht und anschlielend wieder heraus-
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gezogen. AnschlieRend wurde der Stieltupfer in seine Transporthille Gberfihrt und waa-
gerecht 1 Stunde bei Raumtemperatur gelagert, um eine tbliche Transportzeit im Klinik-

alltag zu simulieren

2.6.4 Elution der Stieltupfer und Verdiinnung

Nach der simulierten Transportzeit von 1 Stunde wurde der Stieltupfer senkrecht in ein
Eppendorf-Gefalt mit 1 ml 0,9-prozentiger NaCl-Losung gehalten und 10 Sekunden lang
mit einem Vortex-Mischer durchmischt. Dieser Vorgang diente der maximalen Elution
von Bakterien aus dem Tupfer. Daraufhin wurden aus dem Tupfer-Eluat 100 pl enthom-
men, auf eine Columbia-Agarplatte mit 5 % Schafblut ausplattiert und unter Standardbe-
dingungen bebritet. Ein weiteres Aliquot von 100 ul aus dieser Bakteriensuspension
wurde in 900 pl 0,9-prozentige NaCl-Lésung uUberfuhrt. Nach Durchmischung wurden
dann nach dem gleichen Verfahren wie oben beschrieben 100 ul auf eine Columbia-
Agarplatte mit 5 % Schafblut gegeben und fir 24 Stunden bei 37 °C und 5 % CO: be-
britet. Dies diente der weiteren Verdinnung um den Faktor 10 und der Ermittlung der

ausgezahlten Keimzahl.

2.6.5 Detektion und Auswertung

Nach 24 Stunden wurden die Kolonien ausgezahlt und tabellarisch festgehalten. Die se-
rielle Verdlinnungsreihe wurde zur Konzentrationskontrolle ebenfalls ausgezahlt und die
Konzentration pro ml berechnet. So ergaben sich bei einem Durchgang mit 4 Stieltupfern
und insgesamt 4 Durchgangen je Bakterienspezies 16 Werte, die fur den Vergleich her-

angezogen wurden.

2.7 Statistische Auswertung

Zur statistischen Auswertung wurde das Programm GraphPad Prism Version 6,0
(GraphPad Software Inc. Boston, USA) verwendet und erfolgte fur jede Bakterienspezies
separat. Die von den 4 verschiedenen Tupfern erfassten Bakterienkoloniezahlen wurden

dargestellt und miteinander verglichen.
Die statistische Auswertung erfolgte mithilfe des Programms nQuery Version 7.0 Modul

MOT2-1 (Statistical Solutions Ltd.; Cork; Irland). Der Test auf Normalverteilung erfolgte

mittels des Testverfahrens nach Shapiro-Wilk. Der Vergleich fand unter der Verwendung
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des t-Tests bei normalverteilten Daten bzw. des parameterfreien Wilcoxon-Mann-Whit-
ney-Tests bei ungepaarten und nicht normalverteilten Daten statt. Die statistische Signi-

fikanz wurde bei p < 0,05 definiert.
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3 Ergebnisse

Nach wie vor ist unklar, welches Tupfermaterial am besten geeignet ist, um aussage-
kraftige Daten zur Besiedlung des menschlichen Rektums beim Screening auf Antibio-
tika-resistente Keimen zu erhalten. Daher wurden in der hier vorgelegten Arbeit Rektal-
modelle mit definierten Bakterienmengen unterschiedlicher Erreger inokuliert. Diese
wurden dann mit vier verschiedenen gangigen Abstrichtupfern standardisiert abgestri-
chen und die Erregermenge ermittelt. Nachfolgend werden die Ergebnisse fur E. coli,
Klebsiella pneumoniae, Pseudomonas aeruginosa, Acinetobacter baumannii sowohl fir
die Antibiotika-sensiblen als auch ihre multiresistenten Phanotypen zusammengefasst

dargestellt.

3.1 Escherichia coli

Fir die quantitative Detektion von E. coli mittels Stieltupfer im Rektalmodell wurden das
Modell mit den Glasperlen mit E. coli bestlickt, wie in Kapitel 2.6 beschrieben, die in der
Konzentration 1 x 106 KBE/ml inokuliert worden waren, und mit 4 verschiedenen
Stieltupfern abgestrichen. Die Ergebnisse stammen aus 4 unabhangigen Versuchen

(= biologische Replikate) mit jeweils 4 Tupfer je Tupfertyp (= technische Replikate).

Abbildung 6 zeigt die Keimnachweise von E. coli mittels der 4 unterschiedlichen Tupfer-
typen. Die Anzahl der detektierten Keime nach Abstrich mit Nylon-Tupfern, PU-Tupfern
und Kunststoff-Tupfern von Medical Wire bewegten sich zwischen 1.000 und
10.000 KBE/mI. Der Keimnachweis des Kunststoff-Tupfers von Sarstedt lag in einem
Bereich von 100-1.000 KBE/ml. Genauer lag der Mittelwert fur den Nylon-Tupfer bei
8.844 KBE/ml, der Mittelwert flr den PU-Tupfer bei 4.531 KBE/ml, der des Kunststoff-
Tupfers von Sarstedt bei 248 KBE/ml und der des Kunststoff-Tupfers von Medical Wire
bei 8.920 KBE/ml. Somit wurde der héchste Keimnachweis fur E. coli mit dem Kunststoff-
Tupfer von Medical Wire, gefolgt vom Nylon-Tupfer, erzielt. Die Menge der nachgewie-
senen Keime dieser beiden Tupfer unterscheiden sich nicht signifikant voneinander
(p > 0,05).

Statistisch signifikante Unterschiede zeigten sich zwischen den Nylon-, PU- und Kunst-
stoff-Tupfern von Medical Wire im Verhaltnis zur nachgewiesenen Keimzahl mittels
Kunststoff-Tupfer von Sarstedt. Mit dem Kunststoff-Tupfer von Sarstedt wurde die ge-

ringste Keimzahl detektiert.
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Abbildung 6: Quantitativer Nachweis von E. coli mittels Stieltupfer-Abstrichen im Rektalmodell.

Ordinate: logarithmische Skala der koloniebildenden Einheiten (KBE) pro ml Suspension. Darge-
stellt sind Mittelwerte mit Standardabweichung. Es wurden 16 Rektalmodelle mit je 3 ml der Kon-
zentration 1 x 106 KBE/ml E. coli auf Glaskiigelchen inokuliert und jeweils mit 4 Tupfern abgestri-
chen. Die Ergebnisse stammen aus 4 unabhéngigen Versuchen (= biologische Replikate) mit
jeweils 4 Tupfer je Tupfertyp (= technische Replikate); ** = p < 0,01, *** = p < 0,001.

3.2 Escherichia coli (multiresistent)

Fur die quantitative Detektion von E. coli (multiresistent) mittels Stieltupfer im Rektalmo-
dell wurden analog zu Kapitel 3.1 (S. 29) die Modelle mit 1 x 10° KBE/ml E. coli (multi-
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resistent) inokuliert , und mit den 4 verschiedenen Stieltupfern abgestrichen. Die Ergeb-
nisse stammen aus 4 unabhangigen Versuchen (= biologische Replikate) mit jeweils 4

Tupfer je Tupfertyp (= technische Replikate).
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Abbildung 7: Quantitativer Nachweis von E. coli (multiresistent) mittels Stieltupfer-Abstrichen im
Rektalmodell.

Ordinate: logarithmische Skala der koloniebildenden Einheiten (KBE) pro ml Suspension. Darge-
stellt sind Mittelwerte mit Standardabweichung. Es wurden 16 Rektalmodelle mit je 3 ml der Kon-
zentration 1 x 10° KBE/ml E. coli (multiresistent) auf Glaskiigelchen inokuliert und jeweils 4 mit 4
gleichen Testtupfern abgestrichen. Die Ergebnisse stammen aus 4 unabhéngigen Versuchen (=
biologische Replikate) mit jeweils 4 Tupfer je Tupfertyp (= technische Replikate); **=p < 0,01;
***=p <0,001.
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Abbildung 7 zeigt die Keimnachweise des E. coli (multiresistent) der Nylon- und PU-
Tupfer und des Kunststoff-Tupfers von Sarstedt sowie den Keimnachweis des Kunst-
stoff-Tupfers von Medical Wire. Die Nachweise des Nylon- und des PU-Tupfers lagen
bei einem Wert zwischen 1.000 und 10.000 KBE/ml. Der Mittelwert der Keimzahl des
Nylon-Tupfers betrug 4.012 KBE/ml, der des PU-Tupfers 3.706 KBE/ml. Der Keimnach-
weis des Kunststoff-Tupfers von Sarstedt lag in einem Bereich zwischen
10 und 100 KBE/ml, genau betrug der Mittelwert 33 KBE/ml. Die nachgewiesene Keim-
zahl des Kunststoff-Tupfers von Medical Wire lag in einem Bereich zwischen 100 und
1.000 KBE/ml, der Mittelwert lag bei 107 KBE/ml.

Der héchste Keimnachweis von E. coli (multiresistent) wurde mit dem Nylon-Tupfer er-
zielt, danach folgte der PU-Tupfer. Diese Ergebnisse unterschieden sich nicht signifikant
voneinander. Im Vergleich dazu unterschieden sich die quantitativen Keimnachweise
des Kunststoff-Tupfers von Sarstedt und des Kunststoff-Tupfers von Medical Wire auf
einem Signifikanzniveau von mindestens p < 0,01 voneinander. Demnach konnte mit
dem Nylon-Tupfer die hdchste Keimmenge von E. coli (multiresistent) detektiert werden.

Die geringste Keimzahl wurde mit dem Kunststoff-Tupfer von Sarstedt gefunden.

3.3 Kilebsiella pneumoniae

Fir die quantitative Detektion von K. pneumoniae mittels Stieltupfer im Rektalmodell
wurden analog zu Kapitel 3.1 (S. 29) die 16 Modelle mit K. pneumoniae-benetzten Glas-
perlen bestickt, die mit einer Konzentration von 1 x 108 KBE/ml behandelt worden wa-
ren, und mit den 4 verschiedenen Stieltupfern abgestrichen. Die Ergebnisse stammen
aus 4 unabhangigen Versuchen (= biologische Replikate) mit jeweils 4 Tupfer je Tupfer-

typ (= technische Replikate).
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Abbildung 8: Quantitativer Keimnachweis von Klebsiella pneumoniae mittels Stieltupfer-Abstri-
chen im Rektalmodell.

Ordinate: logarithmische Skala der koloniebildenden Einheiten (KBE) pro ml Suspension. Darge-
stellt sind Mittelwerte mit Standardabweichung. Es wurden 16 Rektalmodelle mit je 3 ml der Kon-
zentration 1 x 10° KBE/ml K. pneumoniae auf Glaskiigelchen inokuliert und jeweils 4 mit 4 glei-
chen Testtupfern abgestrichen. Die Ergebnisse stammen aus 4 unabhéngigen Versuchen (= bi-
ologische Replikate) mit jeweils 4 Tupfer je Tupfertyp (= technische Replikate); **=p < 0,01;
***=p <0,001.

Abbildung 8 zeigt die Keimzahlen von K. pneumoniae nach Abstrichen mit Nylon-, PU-
und der Kunststoff-Tupfer von Sarstedt bzw. Medical Wire. Die Keimnachweise des Ny-
lon- und des PU-Tupfers lagen zwischen 1.000 und 10.000 KBE/ml. Genauer lag der
Mittelwert fir den Nylon-Tupfer bei 6413 KBE/ml und der fur den PU-Tupfer
bei 3831 KBE/ml. Die Keimnachweise der Kunststoff-Tupfer lagen in einem Bereich von
100-1.000 KBE/ml. Der Mittelwert des Kunststoff-Tupfers von Sarstedt lag bei
163 KBE/ml, der des Kunststoff-Tupfers von Medical Wire bei 713 KBE/ml.
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Somit wurde der hochste Keimnachweis flir K. pneumoniae mit dem Nylon-Tupfer er-
zielt, gefolgt von den Keimnachweisen des PU-Tupfers. Die Werte der nachgewiesenen
Keime dieser beiden Tupfer unterschieden sich nicht signifikant voneinander (p > 0,05).
Zwischen den Keimnachweisen der anderen Stieltupfer gab es signifikante Unter-
schiede. Der gréRte Unterschied zeigte sich zwischen dem Nylon- und dem PU-Tupfer
im Vergleich zu den Kunststoff-Tupfern von Sarstedt und Medical Wire (p < 0,001). Wo-
bei sich die Nachweise von beiden Kunststoff-Tupfern ebenfalls mit einer Signifikanz von
p < 0,01 voneinander unterschieden. Der niedrigste Keimnachweis erfolgte mit dem

Kunststoff-Tupfer von Sarstedt.

3.4 Klebsiella pneumoniae (multiresistent)

Fir die quantitative Detektion von K. pneumoniae (multiresistent) mittels Stieltupfer im
Rektalmodell wurden analog zu Kapitel 3.1 (S. 29) die 16 Modelle mit den K. pneumo-
niae (multiresistent)-Glasperlen bestlickt, die mit einer Konzentration von
1 x 10® KBE/ml behandelt worden waren, und mit den 4 verschiedenen Stieltupfern ab-
gestrichen. Die Ergebnisse stammen aus 4 unabhangigen Versuchen (= biologische

Replikate) mit jeweils 4 Tupfer je Tupfertyp (= technische Replikate).

Abbildung 9 zeigt die Keimnachweise des K. pneumoniae (multiresistent) mittels
Nylon-, PU- und der Kunststoff-Tupfer von Sarstedt und Medical Wire. Die Keimzahlen
des Nylon-, des PU- und des Kunststoff-Tupfers von Medical Wire lagen bei Werten
zwischen 1.000 und 10.000 KBE/ml. Der Mittelwert der Keimzahl des Nylon-Tupfers be-
trug 5.763 KBE/ml, der des PU-Tupfers 4.719 KBE/ml und der des Kunststoff-Tupfers
von Medical Wire 1681 KBE/ml. Der Keimnachweis des Kunststoff-Tupfers von Sarstedt
lag in einem Bereich zwischen 100 und 1.000 KBE/ml, genau betrug der Mittelwert
227 KBE/ml.
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Abbildung 9: Quantitativer Nachweis des Klebsiella pneumoniae (multiresistent) mittels Stieltup-

fer-Abstrichen im Rektalmodell.

Ordinate: logarithmische Skala der koloniebildenden Einheiten (KBE) pro ml Suspension. Darge-
stellt sind Mittelwerte mit Standardabweichung. Es wurden 16 Rektalmodelle mit je 3 ml der Kon-
zentration 1 x 106 KBE/ml K. pneumoniae (multiresistent) auf Glaskiigelchen inokuliert und je-
weils 4 mit 4 gleichen Testtupfern abgestrichen. Die Ergebnisse stammen aus 4 unabhéngigen
Versuchen (= biologische Replikate) mit jeweils 4 Tupfer je Tupfertyp (= technische Replikate);
**=p<0,01; ™ =p<0,001.

Der hochste Keimnachweis wurde mit dem Nylon-Tupfer erzielt, danach folgte der PU-
Tupfer von Medical Wire. Diese Ergebnisse unterschieden sich nicht signifikant vonei-
nander. Alle anderen Keimnachweise unterschieden sich auf einem Signifikanzniveau
von p < 0,001 voneinander. Der geringste Keimnachweis erfolgte mit dem Kunststoff-

Tupfer von Sarstedt.
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3.5 Pseudomonas aeruginosa

Fir die quantitative Detektion von P. aeruginosa mittels Stieltupfer im Rektalmodell wur-
den analog zum unter Kapitel 3.1 (S. 29) vorgestellten Verfahren die 16 Modelle mit
P. aeruginosa-benetzten Glasperlen bestlckt, die mit einer Konzentration von
1 x 10® KBE/ml behandelt worden waren, und mit den 4 verschiedenen Stieltupfern ab-
gestrichen. Die Ergebnisse stammen aus 4 unabhangigen Versuchen (= biologische

Replikate) mit jeweils 4 Tupfer je Tupfertyp (= technische Replikate).
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Abbildung 10: Quantitativer Nachweis von Pseudomonas aeruginosa mittels Stieltupfer-Abstrich
im Rektalmodell.

Ordinate: logarithmische Skala der koloniebildenden Einheiten (KBE) pro ml Suspension. Darge-

stellt sind Mittelwerte mit Standardabweichung. Es wurden 16 Rektalmodelle mit je 3 ml der Kon-

zentration 1 x 10° KBE/ml P. aeruginosa auf Glaskigelchen inokuliert und jeweils 4 mit 4 gleichen
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Testtupfern abgestrichen. Die Ergebnisse stammen aus 4 unabhéngigen Versuchen (= biologi-
sche Replikate) mit jeweils 4 Tupfer je Tupfertyp (= technische Replikate); **=p < 0,01;
***=p <0,001.

Abbildung 10 zeigt die Keimnachweise von P. aeruginosa nach Abstrich mit Nylon-, PU-
und Kunststoff-Tupfern von Sarstedt sowie den Keimnachweis nach dem Abstrich mit
dem Kunststoff-Tupfer von Medical Wire. Die Keimnachweise des Nylon-, des PU- und
des Kunststoff-Tupfers von Medical Wire lagen zwischen 1.000 und 10.000 KBE/ml. Der
Mittelwert des Nylon-Tupfers lag bei 4.331 KBE/ml, der des PU-Tupfers bei
2.594 KBE/ml und der des Kunststoff-Tupfers von Medical Wire bei 1.386 KBE/ml. Die
nachgewiesene Bakterienzahl des Kunststoff-Tupfers von Sarstedt lag deutlich darunter

mit einem Mittelwert von 8 KBE/ml.

Der héchste Keimnachweis fur P. aeruginosa konnte mit dem Nylon-Tupfer erzielt wer-
den. Der Keimnachweis mit dem PU-Tupfer unterschied sich nicht signifikant von den
obigen Ergebnissen (p > 0,05). Signifikante Unterschiede zeigten sich zwischen diesen
Ergebnissen und den Keimnachweisen mit dem Kunststoff-Tupfer von Medical Wire
(p <0,01). Jedoch zeigte sich zwischen dem Kunststoff-Tupfer von Sarstedt und den
anderen Stieltupfern der héchste signifikante Unterschied (p < 0,001), da dieser den ge-

ringsten quantitativen Keimnachweis erbrachte.

3.6 Pseudomonas aeruginosa (multiresistent)

Fir die quantitative Detektion des P. aeruginosa-(multiresistent) mittels Stieltupfer im
Rektalmodell wurden analog zu Kapitel 3.1 (S. 29) die 16 Modelle mit P. aeruginosa
(multiresistent)-benetzten Glasperlen bestlickt, die mit einer Konzentration von
1 x 108 KBE/ml behandelt worden waren, und mit den 4 verschiedenen Stieltupfern ab-
gestrichen. Die Ergebnisse stammen aus 4 unabhangigen Versuchen (= biologische

Replikate) mit jeweils 4 Tupfer je Tupfertyp (= technische Replikate).
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Abbildung 11: Quantitativer Nachweis des Pseudomonas aeruginosa (multiresistent) mittels

Stieltupfer-Abstrichen im Rektalmodell.

Ordinate: logarithmische Skala der koloniebildenden Einheiten (KBE) pro ml Suspension. Darge-
stellt sind Mittelwerte mit Standardabweichung. Es wurden 16 Rektalmodelle mit je 3 ml der Kon-
zentration 1 x 105 KBE/ml P. aeruginosa (multiresistent) auf Glaskiigelchen inokuliert und jeweils
4 mit 4 gleichen Testtupfern abgestrichen. Die Ergebnisse stammen aus 4 unabhéngigen Versu-
chen (= biologische Replikate) mit jeweils 4 Tupfer je Tupfertyp (= technische Replikate);
**=p<0,01;, " =p<0,001.

Abbildung 11 zeigt die Keimnachweise des P. aeruginosa (multiresistent) mittels Nylon-
, PU- und Kunststoff-Tupfer von Sarstedt bzw. Medical Wire. Die nachgewiesene Keim-
zahl mit dem Nylon- sowie mit dem PU-Tupfer lag in einem Bereich zwischen 1.000 und
10.000 KBE/ml. Die Mittelwerte lagen hier fur den Nylon-Tupfer bei 2.875 KBE/ml und
fir den PU-Tupfer bei 3.181 KBE/mlI. Es bestand kein signifikanter Unterschied zwischen
diesen beiden Werten. Die Keimnachweise des Kunststoff-Tupfers von Medical Wire be-

fanden sich in einem Bereich von 100-1.000 KBE/ml, genauer lag der Mittelwert bei
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251 KBE/ml. Der Nachweis des Kunststoff-Tupfers von Sarstedt lag mit einem Mittelwert
von 18 in einem Bereich von 10 bis 100 KBE/ml. Zwischen den Keimnachweisen der
beiden Kunststoff-Tupfer zeigte sich kein signifikanter Unterschied beim Nachweis von
P. aeruginosa (multiresistent), allerdings unterschieden sich die Nachweise des Nylon-
und des PU-Tupfers von den beiden Kunststoff-Tupfern mit einem Signifikanzniveau von
p < 0,001. Der hochste Nachweis wurde hier mit dem PU-Tupfer erzielt, der niedrigste

Nachweis erfolgte mit dem Kunststoff-Tupfer von Sarstedt.

3.7 Acinetobacter baumannii

Fir die quantitative Detektion des A. baumannii mittels Stieltupfer im Rektalmodell wur-
den analog zu Kapitel 3.1 (S. 29) die 16 Modelle mit A. baumannii-benetzten Glasperlen
bestiickt, die mit einer Konzentration von 1 x 108 KBE/ml behandelt worden waren, und
mit den 4 verschiedenen Stieltupfern abgestrichen. Die Ergebnisse stammen aus 4 un-
abhangigen Versuchen (= biologische Replikate) mit jeweils 4 Tupfer je Tupfertyp (=

technische Replikate).

Abbildung 12 zeigt die Keimnachweise von A. baumannii der Nylon- und der PU-Tupfer
sowie den Keimnachweis der Kunststoff-Tupfer von Sarstedt und von Medical Wire. Die
nachgewiesene Keimmenge mit dem Nylon-Tupfer lag mit einem Mittelwert von
13.644 KBE/ml zwischen 10.000 und 100.000 KBE/ml. Fir den PU-Tupfer lag die detek-
tierte Keimzahl im Bereich zwischen 1.000 und 10.000 KBE/mI mit einem Mittelwert von
4.763 KBE/ml. Die Werte der Kunststoff-Tupfer lagen fir den Stieltupfer von Medical
Wire bei einem Mittelwert von 2.344 KBE/ml in einem Bereich von 1.000 bis
10.000 KBE/mI und flir den Stieltupfer von Sarstedt bei einem Mittelwert von 6 KBE/ml

in einem Bereich von 1 bis 10 KBE/ml.

Der héchste quantitative Nachweis erfolgte flr A. baumannii mit dem Nylon-Tupfer, ge-
folgt vom PU-Tupfer, wobei sich diese beiden Werte auf einem Signifikanzniveau von
p < 0,01 unterschieden. Ebenfalls fand sich ein signifikanter Unterschied von p < 0,001
zwischen dem Nylon- und dem Kunststoff-Tupfer von Medical Wire. Zwischen dem PU-
Tupfer und dem Kunststoff-Tupfer von Medical Wire lag das Signifikanzniveau des sta-
tistischen Unterschieds bei p < 0,01. Die nachgewiesene Keimzahl des Kunststoff-Tup-
fers von Sarstedt unterschied sich mit héchster Signifikanz deutlich von allen anderen
Tupfern. Der Kunststoff-Tupfer von Sarstedt erzielte auch hier den niedrigsten quantita-

tiven Nachweis.
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Abbildung 12: Quantitativer Nachweis von Acinetobacter baumannii mittels Stieltupfer Abstrichen

im Rektalmodell.

Ordinate: logarithmische Skala der koloniebildenden Einheiten (KBE) pro ml Suspension. Darge-
stellt sind Mittelwerte mit Standardabweichung. Es wurden 16 Rektalmodelle mit je 3 ml der Kon-
zentration 1 x 105 KBE/ml A. baumannii auf Glaskiigelchen inokuliert und jeweils 4 mit 4 gleichen
Testtupfern abgestrichen. Die Ergebnisse stammen aus 4 unabhéngigen Versuchen (= biologi-
sche Replikate) mit jeweils 4 Tupfer je Tupfertyp (= technische Replikate); **=p <0,01;
***=p <0,001.

3.8 Acinetobacter baumannii (multiresistent)
Fir die quantitative Detektion des Acinetobacter baumannii (multiresistent) mittels

Stieltupfern im Rektalmodell wurden analog zu Kapitel 3.1 (S. 29) die 16 Modelle mit

A. baumannii (multiresistent)-benetzten Glasperlen bestlickt, die mit einer Konzentration
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von 1 x 10° KBE/ml behandelt worden waren, und mit den 4 verschiedenen Stieltupfern

abgestrichen. Die Ergebnisse stammen aus 4 unabhangigen Versuchen (= biologische

Replikate) mit jeweils 4 Tupfer je Tupfertyp (= technische Replikate).
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Abbildung 13: Quantitativer Nachweis von Acinetobacter baumannii (multiresistent) mittels

Stieltupfer-Abstrichen im Rektalmodell.

Ordinate: logarithmische Skala der koloniebildenden Einheiten (KBE) pro ml Suspension. Darge-

stellt sind Mittelwerte mit Standardabweichung. Es wurden 16 Rektalmodelle mit je 3 ml der Kon-

zentration 1 x 10° KBE/ml A. baumannii (multiresistent) auf Glaskiigelchen inokuliert und jeweils

4 mit 4 gleichen Testtupfern abgestrichen. Die Ergebnisse stammen aus 4 unabhédngigen Versu-

chen (= biologische Replikate) mit jeweils 4 Tupfer je Tupfertyp (= technische Replikate);

**=p <001, **=p<0,001.

Abbildung 13 zeigt die Keimnachweise des A. baumannii (multiresistent) mittels Nylon-,

PU- und Kunststoff-Tupfer von Sarstedt bzw. von Medical Wire. Die nachgewiesene
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Keimzahl des Nylon-Tupfers lag zwischen 1.000 und 10.000 KBE/ml, die des PU-Tup-
fers zwischen 100 und 1.000 KBE/ml, die des Kunststoff-Tupfers von Medical Wire bei
10 bis 100 KBE/ml und die des Kunststoff-Tupfers von Sarstedt unter 1 KBE/ml. Der
Mittelwert des Nachweises mittels Nylon-Tupfer lag bei 1.839 KBE/ml, der Mittelwert
beim Nachweis mittels PU-Tupfer lag bei 259 KBE/ml, der des Kunststoff-Tupfers von
Medical Wire bei 17 KBE/ml und die des Kunststoff-Tupfers von Sarstedt lag bei
1 KBE/ml.

Der Nylon-Tupfer wies die hdchste Keimzahl nach, wahrend der Kunststoff-Tupfer von
Sarstedt wiederholt den niedrigsten quantitativen Nachweis erbrachte. Generell zeigten
sich bei dem Keimnachweis des A. baumannii (multiresistent) deutliche Unterschiede

zwischen allen vier Tupfern mit einem Signifikanzniveau von p < 0,001.

3.9 Zusammenfassung der Abstrichergebnisse

In Tabelle 6 sind die Koloniezahlen zusammengefasst, die durchschnittlich nach dem
Abstrich mit den entsprechenden Stieltupfern erfasst werden konnten. Mit den Nylon-
Tupfern konnte in jeder Einzelversuchsreihe die grofite Menge an Bakterien aus dem
Rektalmodell abgestrichen und in den Puffer eluiert werden. Im Gegensatz dazu konnte
mit dem Kunststoff-Tupfer der Firma Sarstedt in allen Versuchen nur etwa ein Zehntel

der Kolonien im Vergleich zu den anderen Tupfern nachgewiesen werden.

Tabelle 6: Gegentliberstellung aller Abstrichergebnisse

Kunststoff
Kunststoff
Tupfer | Nylon PU Medical
Sarstedt .
Wire
Stamm MW + SD MW + SD MW + SD MW + SD
E. coli 8844+5319 453112356 | 248+323 8920+4438
E. coli (multiresistent) 401212626 37064823 33+33 10779
K. pneumoniae 641315562 38312135 | 163+£196 713+633
K. pneumoniae (multiresistent) 5763+4829 471912816 | 2271226 168111694
P. aeruginosa 4331+£3203 2594+1564 | 8+16 138612396
P. aeruginosa (multiresistent) 2875747 3181£1016 | 18+26 251+395
A. baumannii 1364417646 | 4763+2032 | 6+11 234411802
A. baumannii (multiresistent) 18391473 25982 112 17+21

Mittelwertberechnung (MW) aus 16 Einzelwerten pro Keim pro Tupfer angegeben als KBE pro ml
gerundet auf ganze Zahlen mit Standardabweichung (SD). Nylon: Copan, FLOQ Swab, Brescia,
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Italien: Abstrichbesteck mit Nylon-geflocktem Wattetrdger, Ref.nr. 552C; PU: MWE (Medical Wire
& Equipment), Sigma-Swab, Corsham, Wiltshire, England; Abstrichbesteck mit Schaumkunststoff
aus Polyurethan Wattetrdger, Ref.nr. MW941; Kunststoff Sarstedt: Niimbrecht, Deutschland, via
Copan, Brescia, lItalien: Abstrichbesteck mit sterilem Kunststofffaser-Wattetrdger, Ref.nr.
80.1301; Kunststoff Medical Wire: MWE (Medical Wire & Equipment), Dryswab, Corsham,
Wiltshire, England: Abstrichbesteck mit Kunststofffaser-Wattetrdger, Ref.nr. MW102.

Bei der Beprobung von E. coli und A. baumannii konnte bei annahernd jedem der ver-
wendeten Tupfer (3 von 4) ein statistisch signifikanter Unterschied zwischen dem sensi-
tiven und dem multiresistenten Phanotyp gezeigt werden. In jedem Fall wurden statis-
tisch signifikant weniger Kolonien bei den Multiresistenten detektiert als beim sensitiven
Phanotyp. Im Gegensatz dazu war der Unterschied bei P. aeruginosa bei keinem der

verwendeten Tupfer statistisch signifikant.
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4 Diskussion

Die Verbreitung von Infektionen durch multiresistente Erreger (MRE) stellt weltweit eine
Herausforderung und ein Problem fir das Gesundheitssystem dar. Diese entsprechen-
den Infektionen gehen mit einer erhdhten Mortalitadt und Morbiditat sowie mit Iangeren
Krankenhausaufenthalten und damit auch héheren Versorgungskosten einher (Evans et
al., 2007). Quellen fir MRE in Deutschland sind unter anderem die Antibiotika-Gabe in
der Tierzucht, die zur Selektion verschiedener MRE fiihrt, aber auch die Einschleppung

der MRE aus Hochpravalenzgebieten durch Reisen und Fluchtbewegungen.

Die Ausbreitung der MRE im Gesundheitsbereich hangt mit verschiedenen Faktoren zu-
sammen. Zum einen erfolgt die Ubertragung meist durch die Hande des Personals im
Krankenhaus (European Centre for Disease Prevention and Control and World Health
Organization, 2022). Dies unterstreicht die Notwendigkeit von adaquaten Hygienemal3-
nahmen zur Einddmmung der Verbreitung von MRE. Zum anderen zeigt der Zusammen-
hang zwischen asymptomatischer Kolonisation und dem Auftreten von MRE-Fallen,
dass kolonisierte Patienten ein Reservoir fur die Verbreitung von MRE innerhalb der Kli-
nik darstellen (Schulz-Stibner, 2016). Hierbei spielen sowohl die zunehmende Pra-
valenz von MRE-Infektionen als auch die fortschreitende Resistenzentwicklung der
Keime eine wesentliche Rolle (Giske et al., 2008). Damit wird die Bedeutung einer frih-
zeitigen ldentifizierung von MRE-Tragern mittels Screening deutlich, um notwendige Hy-
giene-, Isolations- und Praventionsmafllnahmen zur Einddmmung der Verbreitung von

MRE rechtzeitig einzuleiten.

Ein Aufnahme-Screening von Risikopatienten fur MRE bei einer stationaren Behandlung
wird empfohlen. Allerdings hat sich im Rahmen dieser Untersuchungen bisher noch kein
standardisiertes Verfahren etabliert (KRINKO, 2019; Siegel et al., 2007). Damit ist eine
Empfehlung fir ein standardisiertes Screening, welches das Abstrichverfahren sowie
das Abstrichmaterial in diesem Rahmen gleichermal3en berilicksichtigt, erforderlich und
sinnvoll. Arbeiten dazu wurden bereits in der Arbeitsgruppe durchgefihrt (Warnke et al.,
2016, 2014c).

4.1 Entwicklung des Rektalmodells

Mit dieser Studie sollte untersucht werden, inwieweit die gezielte Auswahl des zum Ab-

strich verwendeten Stieltupfers hinsichtlich des Materials eine quantitative Veranderung
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der Keimzahl zum Nachweis von Enterobacterales spp., Pseudomonas spp. sowie Aci-
netobacter spp. mit sich bringt. Zur Objektivierung wurde daher ein standardisiertes Ver-
fahren gewahlt. Aufgrund der patientenindividuellen Variabilitdt der Keimdichte von
Enterobacterales spp. (Rao et al., 2020), Pseudomonas spp. (Tummler et al., 1997) und
Acinetobacter spp. (Cheng et al., 2015) im Menschen und von ihren multiresistenten
Varianten in entsprechenden Tragern war eine Durchflihrung der Testung in vivo nicht

zielfihrend.

Um in-vitro-Rektalabstriche unter mdglichst realistischen Bedingungen durchflhren zu
kénnen, wurde ein der menschlichen Anatomie dhnliches Modell des Rektums herge-
stellt, um eine gezielte Inokulation mit einer identischen Keimdichte zu erméglichen. Der
Anspruch an das Modellmaterial war die Imitation der natirlichen Resilienz menschli-
chen Gewebes und gleichzeitig eine ausreichende Widerstandsfahigkeit gegentber mul-
tiplen Sterilisationsprozessen. Angelehnt an bereits durchgefihrte Untersuchungen an
einem Nasenmodell wurde der Silikonkautschuk ,Dublisil 15“ der Firma Dreve Dentamid
gewahlt (Bartolitius et al., 2014). In vorangegangenen Analysen zeigte sich das Material
geeignet, um verschiedene Stieltupfer sowie verschiedene praanalytische Faktoren zu
testen (Bartolitius et al., 2014). So lieRen sich standardisierte Bedingungen zur Abstrich-

durchfihrung schaffen, um die Ergebnisse miteinander vergleichen zu kénnen.

Daruber hinaus sind Modelle in der Ausbildung von medizinischem Fachpersonal von
grolier Bedeutung. Nur damit kénnen fiir Patienten unangenehme oder fiir einen Gesun-
den gefahrliche MaRnahmen trainiert werden. Ein Beispiel daflir sind Reanimationspup-
pen oder das von der Arbeitsgruppe entwickelte Nasenmodell (Warnke et al., 2014b).
Dies kann ebenfalls weiterhin flr derartige Abstrichversuche oder auch fir die Schulung
medizinischen Personals verwenden werden. Es konnte bereits gezeigt werden, dass
die korrekte Anwendung der Abstrichtechnik die Wiederfindungsrate der Bakterien im
Modell deutlich erhéht (Warnke et al., 2014b).

4.2 Verschiedene Tupfer fiihren zu unterschiedlichen Ergebnissen

Das RKI weist darauf hin, dass zum Einfluss des bei Rektalabstrichen verwendeten Ma-
terials bisher nur wenige Informationen vorliegen (Kommission flr Krankenhaushygiene
und Infektionspravention beim Robert Koch-Institut, 2012; Siegel et al., 2007). Eine Emp-
fehlung fur Abstrichmaterialien gibt es daher nicht. Allerdings sind Unterschiede in der
Performance von Tupfern bereits mehrfach belegt (z.B. Barber et al., 1998; Jones et al.,
2011; Mokomane et al., 2016; Panpradist et al., 2014; Roelofsen et al., 1999; Verhoeven
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et al., 2010; Warnke et al., 2014c, 2014a). Diese Erkenntnisse konnten durch die Versu-
che in der vorliegenden Studie mit gramnegativen Bakterien in vitro prinzipiell bestatigt

werden.

Es konnte gezeigt werden, dass mit den verwendeten Stieltupfern deutlich unterschied-
liche Ergebnisse generiert wurden und diese damit einen signifikanten Einfluss auf die
Sensitivitat des Nachweises haben. Dies betraf sowohl die absolute Menge nachgewie-
sener Erreger als auch Unterschiede zw. den jeweiligen Bakterienspezies sowie deren

Phanotypen.

Somit konnte erstmalig im Rektalmodell gezeigt werden, dass mittels Kunststoff-Tupfer
der Firma Sarstedt die vier hier naher untersuchten Bakterienarten E. coli, P. aeruginosa,
A. baumannii und K. pneumoniae statistisch signifikant geringer detektiert werden als
mittels Nylon- bzw. PU-Tupfers. Die Ergebnisse bestatigen damit ebenfalls die Studien,
die zeigten, dass der verwendete Stieltupfer einen deutlichen Einfluss auf den Bakte-
riennachweis hat (Jazmati et al., 2017; Lowman et al., 2014; Panpradist et al., 2014;
Perry, 1997; Warnke et al., 2014a, 2014b; Wiener-Well et al., 2010).

Dieses Ergebnis ist auch in Hinblick auf eine alternative Detektion der Bakterien mittels
PCR oder ahnlichen Verfahren wichtig. Haufig wird eine Real-Time-PCR in Kombination
mit einer einfachen Probenaufbereitung angewendet, die es ermdglicht, parallel Nach-
weise klinisch relevanter Resistenzgene in MRE direkt aus Screening-Abstrichen zu er-
zielen. Derartige Methoden liefern Aussagen Uber das Vorhandensein von Resistenzge-
nen innerhalb von 2—6 Stunden (Carranza et al., 2024). Dieser schnellen Diagnostik
kommt eine grofle Bedeutung zu, denn sie stellt méglicherweise einen Zeitgewinn dar,
senkt die Transmissionsrate durch direkte Einleitung von Praventions- und Hygienemal3-
nahmen und verkirzt in einigen Fallen die Isolationszeit, was gleichzeitig einen positiven
okonomischen Effekt hat (Kautz, 2017). Neuere Ansatze zur Beschleunigung der lden-
tifikation resistenter Erreger nutzen die Matrix-assisted laser-desorption-ionization time-
of-flight (MALDI-TOF) Massenspektrometrie (Wenzler et al., 2016). Aber auch bei diesen
Verfahren muss sichergestellt werden, dass der erste Schritt des Abstrichs unter den

bestmdoglichen Bedingungen mit dem am besten geeigneten Tupfern erfolgt.
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4.3 Nylon- und PU-Tupfer sind besonders geeignet

Die Ergebnisse der in dieser Arbeit vorgestellten Versuchsreihen zeigen, dass es in vitro
klare, vom Material der Stieltupfer abhangige Unterschiede im quantitativen Erreger-
nachweis mittels Kultivierung von gramnegativen Bakterien und deren multiresistenten
Phanotypen gibt. Mit den Nylon-Tupfern konnte in jedem Versuchsarm die hdchste Bak-
terienzahl nachgewiesen werden. Es besteht somit eine durchgehende Uberlegenheit
der Nylon-Tupfer im quantitativen Keimnachweis im Vergleich zu den anderen Stieltup-
fern, unabhangig von der jeweils getesteten Bakterienspezies. Mit PU-Tupfern konnten
vergleichbare Ergebnisse erzielt werden. Damit bestatigten sich die Beobachtungen
Uber Stieltupfer zum Nachweis von Staphylokokken sowie Enterobacterales spp.
(Warnke et al., 2014a). Den niedrigsten quantitativen Keimnachweis lieferte — ebenfalls
speziesunabhangig — der Kunststoff-Tupfer von Sarstedt. Mit diesem wurde in allen Ver-

suchsarmen mit Abstand die geringste Keimzahl erreicht.

Die Griunde fir diese groRen Unterschiede im Keimnachweis kénnen einerseits bei der
Adhasion der Bakterienzellen am Tupfermaterial im Zuge des Abstrichs liegen, anderer-
seits in der Elution der Bakterien nach dem Transport. Hinweise darauf kdnnte die Studie
der Arbeitsgruppe um Ferreira-Silva geben, die die Elution von DNA bei unterschiedli-
chen Stieltupfern bewertete (Ferreira-Silva et al., 2019). Die Autoren konnten aus den
Nylon-Tupfern signifikant mehr DNA eluieren als aus Baumwoll-Tupfern. Mdglicherweise
kann aus den hier verwendeten Nylon-Tupfern ebenfalls mehr Material zuriickgewonnen
werden als aus den anderen Tupfern. Insgesamt haben Nylon-Tupfer mit die besten
Recovery-Raten (Schellenberg et al., 2017) und werden nur selten von speziell behan-
delten Tupfern Gberboten (Harry and Madhusudhan, 2014).

Damit steht dieses Ergebnis jedoch im Widerspruch zu den Beobachtungen der Arbeits-
gruppe um Wigger, die bei Abstrichen von Streptococcus pneumoniae, Haemophilus
influenzae und Moraxella catarrhalis gerade zwischen Nylon-Tupfern und Kunststoff-
Tupfern keinen Unterschied feststellten (Wigger et al., 2019). Bis auf S. pneumoniae
handelt es sich auch hier um gramnegative Bakterien, sodass der unterschiedliche Auf-
bau der Zellwand bei der unterschiedlichen Adhasion der Bakterien im hier vorgelegten
Versuch kein Grund flir die Unterschiede in den Beobachtungen sein sollte, jedoch muss
bertcksichtigt werden, dass Wigger et al. in-vivo-Untersuchungen ohne eine vorher de-
finierbare Bakteriendichte durchfiihrten, im Gegensatz zur hier vorgelegten In-vitro-Stu-

die mit klar definierter Inokulation des Rektalmodells.

47



4.4 Tupfer sind nicht fiir alle Spezies gleich geeignet

Die einzelnen Tupfersysteme sind nicht fir alle Bakterienspezies gleich geeignet. Mit
dem Nylon-Tupfer konnte bei allen Stammen eine ausreichende Zahl an Bakterienzellen
aufgenommen und auch wieder eluiert werden. Auch der PU-Tupfer ergab bei allen
Stammen ahnliche Werte, der Kunststoff-Tupfer von Sarstedt, bei dem insgesamt nur
sehr wenige Bakterienkolonien nachweisbar waren, zeigte zusatzlich eine noch mal um
den Faktor 100 geringere Koloniezahl bei P. aeruginosa und A. baumannii. Die
Schwachstelle des Kunststoff-Tupfers von Medical Wire lag hingegen bei K. pneumo-
niae, hier lag der Wert im Vergleich zu den drei anderen Stammen um den Faktor 10
niedriger. Die Verwendung des Tupfersystems sollte idealerweise auf den Zielorganis-
mus abgestimmt werden — allerdings ist dies fur den Klinikalltag nicht praktikabel, da
man in der Regel den Zielorganismus nicht kennt. Daher erscheint ein Tupfersystem,
welches eine gute Wiederfindungsrate in Bezug auf diverse Mikroorganismen hat, am
alltagstauglichsten. Dies wird durch Nylon-beflockte Tupfer bzw. PU-Tupfer adaquat

adressiert.

Dies bestatigt die Beobachtungen, die auch Moore und Griffith mit E. coli und S. aureus
gemacht haben. Sie konnten bei allen Kombinationen von Tupfern und Waschflissigkei-
ten zum Eluieren der Bakterien immer mehr S. aureus detektieren als E. coli (Moore and
Griffith, 2007). Auch der Vergleich Nylon-beflockter Tupfer mit Kunststoff-Tupfern bei
Kindern mit Gastroenteritis zeigte, dass mit den Nylon-Tupfern 20 % mehr Shigella iso-
liert werden konnten als mit den Kunststoff-Tupfern, damit ist auch fiir die sichere De-
tektion von Shigella das Nylon-beflockte System zu bevorzugen (Mokomane et al.,
2016).

4.5 Unterschiede zwischen multiresistenten und antibiotikasensiblen Phanoty-

pen

Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit zeigen, dass sich der quantitative Keimnachweis
von gramnegativen Keimen zum Teil signifikant vom quantitativen Nachweis ihrer multi-
resistenten Phanotypen unterscheidet. Lediglich der Unterschied zwischen P. aerugi-
nosa und P. aeruginosa (multiresistent) war bei keinem der verwendeten Tupfersysteme
signifikant. Im Gegensatz dazu war der Nachweis von E. coli und vor allem der Nachweis
von A. baumannii in hohem Grad phanotypabhangig. Meist wurden im Vergleich zum
Antibiotika-sensitiven Phanotyp vom multiresistenten Phanotyp nur ein Zehntel der Er-

regermenge nachgewiesen. Nur bei der Kombination Kunststoff-Tupfer von Medical
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Wire und K. pneumoniae konnte vom resistenten Phanotyp mehr nachgewiesen werden.
Dies macht deutlich, dass durch die Auffindung weniger resistenter Keime deren eigent-
liche Zahl allein vom verwendeten Stieltupfer maskiert werden kann. Der Grund fir die-
sen Unterschied zwischen den sensitiven und resistenten Phanotypen konnte in deren
unterschiedlicher Ausstattung der au3eren Membran liegen, deren Proteine und Lipopo-
lysaccharide unterschiedliche Adharenzen zum Tupfermaterial haben. Das Vorhanden-
sein eines Biofilms ist eher unwahrscheinlich, da im in-vitro-Modell die Bakterien nicht

genugend Zeit haben, um einen solchen auszubilden.

Die Brisanz dieses Ergebnisses verdeutlicht die Arbeit der Gruppe um Gao, die zeige
konnte, dass durch eine rechtzeitige Identifikation einer rektalen Besiedlung mit Carba-
penem-resistenten K. pneumoniae und die daraufhin eingeleitete antibiotische Behand-
lung sofort bei ersten Symptomen einer Infektion lange vor einem Erregernachweis im
Blut die Mortalitat deutlich gesenkt werden kann (Gao et al., 2024). Wird bei einem der-
artigen Screening ein ungeeigneter Stieltupfer verwendet, wird der Behandlungsvor-

sprung gegebenenfalls verspielt.

4.6 Limitationen und Starken

Um bei Rektalabstrichen die Keimausbeute der verschiedenen Stieltupfer miteinander
vergleichen zu kdnnen, wurde eine standardisierte Durchfihrung des Abstrichs mit einer
standardisierten Bakterienmenge im Rektalmodell wiederholt durchgefihrt. Dies ermdg-
licht eine sehr strukturierte Bewertung der einzelnen Stieltupfer und auch der jeweiligen
Bakterienstamme, allerdings kann somit keine Aussage zu evil. Interaktionen durch Be-
gleitflora oder Biomasse getroffen werden. Da in vivo Studien zu Tupfern jedoch ahnliche
Ergebnisse erbrachten wie die hier durchgeflihrte in vitro Analysen scheint dies ggfs.

vernachlassigbar.

E. coli, K. pneumoniae, P. aeruginosa und A. baumannii sind Teil der intestinalen Flora
(Donaldson, 1964; Podschun and Ullmann, 1998) und es ist davon auszugehen, dass
sich multiresistente und sensible Phanotypen dieser Spezies das Habitat teilen. So ist
beispielsweise auch der Nasenvorhof zugleich Habitat fir MRSA und MSSA (Weiden-
maier et al., 2012; Williams, 1963). Durch bisherige Studien konnte belegt werden, dass
mittels eines Rektalabstrichs Enterobacterales spp. und Acinetobacter spp. sowie deren
multiresistente Phanotypen im Gastrointestinaltrakt nachgewiesen werden kénnen
(Reinheimer et al., 2016). Dies spiegeln die bisherigen Screening-Empfehlungen wider

(European Centre for Disease Prevention and Control and World Health Organization,
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2022; Kommission fur Krankenhaushygiene und Infektionspravention (KRINKO) beim
Robert Koch-Institut (RKI), 2012). Allerdings erfolgte beim hier verwendeten Versuchs-

aufbau keine Mischung von resistenten und sensitiven Phanotypen einer Spezies.

Ein standardisierter Ablauf der Abstrichentnahme in vitro ermdéglicht den Vergleich des
quantitativen Nachweises unterschiedlicher Erreger, entspricht jedoch nicht den realen
Bedingungen im klinischen Alltag. Bei zunehmender Zentralisierung und Spezialisierung
von Laboren spielen auch verlangerte Transportzeiten und die Lagerungsbedingungen
eine wichtige Rolle. Zahlreiche Studien haben sich bereits mit dem Einfluss des Materi-
als der Stieltupfer sowie mit dem Einfluss des Transportmediums auf das Ergebnis des
quantitativen Nachweises verschiedener Spezies in vitro beschaftigt (Barber et al., 1998;
Roelofsen et al., 1999; Warnke et al., 2014c). Im Extremfall kann das verwendete Mate-
rial sogar wachstumshemmend wirken und den Nachweis von Keimen innerhalb weniger
Stunden verhindern. Um dies zu adressieren, wurde im hier vorliegenden Versuchsauf-
bau ein Transport simuliert, in dem die gewonnen Abstriche vor Ausstreichen im Labor
gelagert wurden. Unterschiede in den Transportmedien wurde durch Verwendung von
physiologsicher Kochsalzlésung ausgeschlossen. Die Standardisierung der Proben-
nahme dient nicht nur einem zuverlassigen mikrobiologischen Screening auf multiresis-

tente Erreger, jede Untersuchung steht und fallt mit der Qualitat der Probennahme.

4.7 Schlussfolgerung und Ausblick

Der Rektalabstrich kann standardisiert durchgefiihrt und zur Detektion von MRE heran-
gezogen werden. Dabei ist es aber von entscheidender Bedeutung, geeignete Stieltup-
fer zu verwenden, da sich die Tupfer deutlich unterscheiden. Als gute Tupfer flr Rektal-
abstriche haben sich Tupfer mit Nylonbeflockung oder PU gezeigt. Ungeeignet dagegen
erscheinen die Kunststofffasertupfer. Allerdings muss dabei berlcksichtigt werden, dass
die MRE in der Regel im Vergleich zu den nicht resistenten Phanotypen in einer weit
geringeren Rate detektiert werden. Weitere Untersuchungen in vivo sind nétig, um zu

zeigen, ob diese Diskrepanz klinisch relevant ist.

Das in der hier vorgelegten Studie eingesetzte Rektalmodell eignet sich hervorragend,
um Unterschiede in der Performance derartiger Tupfersysteme zu untersuchen. Die Er-
gebnisse mit dem Rektalmodell stimmen mit in vivo Ergebnissen Uberein und ist daher
bestens geeignet, um Studien mit MRE durchzufihren. Diese kdnnen aufgrund der Sel-
tenheit der Besiedlung mit Probanden nur insuffizient adressiert werden. Das Rektalmo-

dell eignet sich weiterhin ausgezeichnet zur Schulung zur korrekten Durchflihrung von
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Rektalabstrichen und kann somit in der Ausbildung beispielsweise in der Krankenpflege

erfolgreich eingesetzt werden.

Insgesamt mussen klare Prifkriterien festgelegt werden, um nur geeignete Tupfersys-
teme fir die Detektion MRE bei Rektal- aber auch anderen Abstrichen zuzulassen. Da-
bei muss auch die Performance dieser Systeme objektiviert werden. Auch dazu sind die

hier vorgestellten Rektalmodelle in besonderer Weise geeignet.
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5 Zusammenfassung

Die Verbreitung von multiresistenten Bakterien stellt eine Herausforderung fur das Ge-
sundheitssystem dar. Vor allem gewinnen multiresistente gramnegative Bakterien
(MRGN) als Humanpathogene an Bedeutung. Bei aktuell steigender Pravalenz lasst sich
auch eine steigende Morbiditat ableiten. Bei einem Grolfsteil der MRE-Falle in Deutsch-
land zeigt sich, dass vorab eine asymptomatische Besiedlung vorherrschte. Somit ist
eine frihzeitige Detektion mittels Screening ein wichtiger Bestandteil der MalRnahmen
zur Einddmmung der MRE. Aufgrund dessen gibt es vom Robert Koch-Institut und an-
deren Fachgesellschaften die Empfehlung zu einem risikobasierten Screening. Zu die-
ser Empfehlung gibt es jedoch nach wie vor keine konkrete Methode zur Durchfliihrung
unter Berucksichtigung von Abstrichmaterialien und Abstrichtechniken. Ziel dieser Arbeit
war es, fur ein evidenzbasiertes standardisiertes Screening Abstrichmaterial zu untersu-
chen. Hierfir wurden vier verschiedene Stieltupfer auf die Fahigkeit zur Erregerauf-
nahme und -abgabe in vitro untersucht. Die Versuchsreihe wurde in einem Modell unter
reproduzierbaren, standardisierten Bedingungen flr Escherichia coli, Klebsiella pneu-
moniae, Pseudomonas aeruginosa und Acinetobacter baumannii und ihre multiresisten-
ten Carbapenemase-produzierenden Phanotypen angewandt. Hierbei zeigte sich eine
signifikant hohere quantitative Detektion von Erregern mittels Nylon-beflockter Stieltup-
fer von Copan und Polyurethan-Schaumstoff-Stieltupfern von Medical Wire im Vergleich
zu Kunststofffaser-Stieltupfern von Sarstedt und Medical Wire. Es wird postuliert, dass
sich die Ergebnisse auf in vivo Ubertragen lassen. Somit ergibt sich aus den Ergebnissen

dieser Arbeit folgende Empfehlung:

Bei einem Screening auf MRGN sollten zum quantitativen Nachweis der Erreger entwe-
der mit Nylon beflockte oder Polyurethan-Schaumstoff-Stieltupfer zum Einsatz kommen.
Stieltupfer aus Viskose sollten nicht zum Einsatz kommen. Eine héhere Erregerausbeute
mittels Stieltupfer-Abstrich ist deshalb von Bedeutung, da sich Folgeuntersuchungen zur
weiteren Analyse der Erreger, beispielsweise Resistenzbestimmung, Therapieempfeh-
lung, Hygiene-, Isolations- und Praventionsmafnahmen direkt einleiten lassen. Dies
spielt insbesondere bei zeitkritischen klinischen Situationen, beispielsweise bei Infektio-
nen mit resistenten Keimen mit septischen Verlaufen, eine besonders wichtige Rolle,
aber auch zur Einleitung oder Aufhebung von Isolationsmalinahmen ist eine friihzeitige

Kenntnis Uber das Resistenzverhalten von Keimen von grof3er Bedeutung.
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7 Anhang

7.1 Eidesstattliche Erklarung

Hiermit erklare ich an Eides statt, dass ich die vorliegende Arbeit selbstéandig angefertigt
und verfasst habe. Ich habe keine unerlaubten oder ungenannten Hilfsmittel verwendet.
Die Stellen, die anderen Werken dem Wortlaut oder Sinn nach entnommen sind, habe
ich in jedem Fall durch Angabe der Quellen kenntlich gemacht. Ich erklare hiermit wei-
terhin, dass ich meine wissenschaftlichen Arbeiten nach den Prinzipien der guten wis-
senschaftlichen Praxis gemaf der glltigen ,,Regeln zur Sicherung guter wissenschaftli-
cher Praxis zur Vermeidung wissenschaftlichen Fehlverhaltens” an der Universitat

Rostock angefertigt habe.

Berlin, den 06.06.2025 Nadine Nayseh
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7.7 Rohdaten

Tabelle 7: Quantitativer Nachweis koloniebildenden Einheiten pro ml Suspension nach Abstrich

mit Nylon-beflocktem Tupfer der Firma Copan.

. . E.coli K.pn. P.aeru. A.baum.
Bakterium | E.coli multres K.pn. mt':ltres P.aeru. multre. A. baum. multres
15800 8700 16500 3000 800 2200 11500 1350
Techn. 6000 10800 3900 19900 900 3000 18600 1470
Replika 19900 5600 6000 10300 5700 2400 16100 2100
3200 6200 4100 1500 100 2700 23600 2000
9900 1900 1900 12500 800 4200 2700 2600
Techn. 3800 1500 2100 6200 700 2700 2600 2000
Replika 17400 3400 1300 2400 800 5000 2200 1800
5600 3100 2900 1800 2100 2700 2400 1300
4200 1700 1300 3700 9400 2400 11800 1740
Techn. 16300 3600 200 9700 5500 1900 24600 1290
Replika 5900 3200 7100 4000 7800 2600 17900 1820
8100 1400 12600 4200 6000 3100 18600 2470
7000 5300 20300 2900 7100 2200 19200 1330
Techn. 5050 2300 7500 4500 6200 2900 23100 2870
Replika 9710 1700 6000 1900 6900 3200 13700 1860
3650 3800 8900 3700 8500 2800 9700 1420
Mittelwert | 8844,375 | 40125 | 6412,5 | 5762,5 | 433125 | 2875 13643,75 | 1838,75

Es wurden 16 Rektalmodelle mit je 3 ml der Konzentration 1 x 10° KBE/ml des jeweiligen Bakte-
riums auf Glaskiigelchen inokuliert und jeweils mit 4 Tupfern abgestrichen. E. coli: Escherichia
coli; K.pn.: Klebsiella pneumoniae; P.aeru.: Pseudomonas aeruginosa; A.baum.: Acinetobacter
baumannii; multres: multiresistent Die Ergebnisse stammen aus 4 unabhédngigen Versuchen
(= biologische Replikate) mit jeweils 4 Tupfer je Tupfertyp (= technische Replikate; Techn. Rep-
lika)
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Tabelle 8: Quantitativer Nachweis koloniebildenden Einheiten pro ml Suspension nach Abstrich

mit Polyurethan-Tupfer der Firma Medical Wire.

. . E.coli K.pn. P.aeru. A.baum.

Bakterium | E.coli multres K.pn. mt':ltres P.aeru. multre. A. baum. multres
9500 2500 2300 1000 800 2300 3900 200
Techn. 6800 4900 3900 4500 1500 3800 4500 310
Replika 2000 4400 2100 3500 1400 2100 9100 270
2300 4600 2800 11200 1400 3300 8200 400
2400 4100 1000 2000 2600 3700 2100 160
Techn. 3900 2400 3000 4200 1300 3400 3100 200
Replika 4800 2800 2000 2000 3100 4200 1900 300
2500 4600 5000 7600 1100 5700 3300 270
7200 2700 6500 2600 7100 2300 5600 310
Techn. 3800 3700 2100 3500 1800 1600 3200 150
Replika 5000 4300 7200 7700 4200 2100 3400 230
9200 4200 2200 8800 1900 3200 4800 140
2700 4500 9200 4000 2400 4000 4300 300
Techn. 3630 2900 3800 4100 3800 3800 6400 260
Replika 2380 3200 4000 1800 3100 3200 5100 200
4390 3500 4200 7000 4000 2200 7300 440

Mittelwert | 4531,25 3706,25 | 383125 | 4718,75 | 2593,75 | 318125 | 47625 258,75

Es wurden 16 Rektalmodelle mit je 3 ml der Konzentration 1 x 10° KBE/ml des jeweiligen Bakte-
riums auf Glaskiigelchen inokuliert und jeweils mit 4 Tupfern abgestrichen. E. coli: Escherichia
coli; K.pn.: Klebsiella pneumoniae; P.aeru.: Pseudomonas aeruginosa; A.baum.: Acinetobacter
baumannii; multres: multiresistent Die Ergebnisse stammen aus 4 unabhédngigen Versuchen
(= biologische Replikate) mit jeweils 4 Tupfer je Tupfertyp (= technische Replikate; Techn. Rep-
lika)
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Tabelle 9: Quantitativer Nachweis koloniebildenden Einheiten pro ml Suspension nach Abstrich

mit Tupfer mit Kunststofffaserwicklung der Firma Sarsted.

. . E.coli K.pn. P.aeru. A.baum.
Bakterium | E.coli multres K.pn. mSItres P.aeru. multre. A. baum. multres
20 40 100 300 0 20 0 0
Techn. 0 30 700 330 0 0 0 0
Replika 600 20 0 580 60 50 0 0
20 0 0 140 0 50 30 0
700 60 400 90 0 0 0 0
Techn. 0 0 0 780 0 70 0 0
Replika 200 0 100 140 0 70 10 0
0 70 0 0 0 0 0 0
0 50 0 0 20 0 0 0
Techn. 100 30 200 130 0 0 0 0
Replika 700 20 200 0 0 0 0 0
0 10 0 20 0 0 30 0
700 130 300 500 20 0 10 10
Techn. 880 0 400 100 0 30 0 0
Replika 0 40 0 400 20 0 20 0
50 30 200 120 0 0 0 0
Mittelwert | 248,125 33,125 | 1625 226,875 | 7,5 18,125 | 6,25 0,625

Es wurden 16 Rektalmodelle mit je 3 ml der Konzentration 1 x 10° KBE/ml des jeweiligen Bakte-
riums auf Glaskiigelchen inokuliert und jeweils mit 4 Tupfern abgestrichen. E. coli: Escherichia
coli; K.pn.: Klebsiella pneumoniae; P.aeru.: Pseudomonas aeruginosa; A.baum.: Acinetobacter
baumannii; multres: multiresistent Die Ergebnisse stammen aus 4 unabhédngigen Versuchen
(= biologische Replikate) mit jeweils 4 Tupfer je Tupfertyp (= technische Replikate; Techn. Rep-
lika)
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Tabelle 10: Quantitativer Nachweis koloniebildenden Einheiten pro ml Suspension nach Abstrich

mit Tupfer mit Kunststofffaser-Wicklung der Firma Medical Wire.

. . E.coli K.pn. P.aeru. A.baum.
Bakterium | E.coli multres K.pn. mt':ltres P.aeru. multre. A. baum. multres
15600 40 200 3000 0 900 1400 10
Techn. 12000 110 300 1400 60 0 1900 10
Replika 8300 30 200 2390 0 0 3400 0
15000 100 1600 3540 0 100 6700 0
5800 50 1400 970 110 0 3800 0
Techn. 13600 280 1700 210 30 1260 500 0
Replika 2600 80 0 190 150 930 400 0
6100 70 200 300 350 80 1100 30
11200 200 100 900 1570 0 400 40
Techn. 3800 240 500 200 80 390 2800 20
Replika 5600 70 800 800 1170 0 1100 0
8300 190 200 300 460 30 5300 60
14260 20 1700 1000 3000 260 1100 10
Techn. 2490 130 1600 2500 500 0 900 0
Replika 5070 0 200 2400 8100 70 3300 30
13000 110 700 6800 6600 0 3400 60
Mittelwert | 8920 107,5 712,5 168125 | 138625 | 251,25 | 2343,75 16,875

Es wurden 16 Rektalmodelle mit je 3 ml der Konzentration 1 x 10° KBE/ml des jeweiligen Bakte-
riums auf Glaskiigelchen inokuliert und jeweils mit 4 Tupfern abgestrichen. E. coli: Escherichia
coli; K.pn.: Klebsiella pneumoniae; P.aeru.: Pseudomonas aeruginosa; A.baum.: Acinetobacter
baumannii; multres: multiresistent Die Ergebnisse stammen aus 4 unabhédngigen Versuchen
(= biologische Replikate) mit jeweils 4 Tupfer je Tupfertyp (= technische Replikate; Techn. Rep-
lika)
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