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Zusammenfassung

Einleitung

Auf Grund der Tatsache, dass Sepsis zu einer der weitverbreitetsten Todesursachen zihlt
und nosokomiale Infektionen zu drastischen Krankheitszustdnden fithren kénnen, sowie
hohe Kosten im Gesundheitssystem verursachen, ist die kontinuierliche Forschung am
menschlichen Mikrobiom unbedingt notwendig. Eine genaue Charakterisierung der
Verdnderungen des Mikrobioms von Intensiv-Patient*innen konnte einen wichtigen Schritt
in der Entwicklung der Diagnostik und Therapie dieser Patient*innen darstellen. (1) Ziel
dieser Arbeit ist es, die Interaktionen des Mikrobioms von fiinf ausgewéhlten Intensiv-

Patient*innen {iber eine Dauer von bis zu 14 Tagen mit der Umgebung nachzuweisen.
Methoden

Im Rahmen einer ausfiihrlichen Beprobung von 19 Intensivpatient*innen und ihrer
direkten Umgebung auf der Intensivstation des LKH Graz wurden {iber 1000 Einzelproben
genommen. Die Probenahme fand iiber mehrere Tage statt. Im Rahmen dieser
Diplomarbeit wurden nun Proben von flinf Patient*innen exemplarisch genauer untersucht.
Zur Beantwortung der Forschungsfragen kamen folgende Methoden zum Einsatz: DNA-
Extraktion, Amplifizierung der Gensequenzen des Mikrobioms mittels PCR, PCR Produkt
Uberpriifung mittels Gelelektrophorese, NGS, Prozessierung der Raw Reads mittels
Pipeline, Assemblierung und Klassifizierung der Raw Reads, Mikrobiomanalyse mittels
Microbiome Explorer und R. All diese Methoden sind bereits in der Arbeitsgruppe Moissl-
Eichinger etabliert und erprobt.

Ergebnisse

In der Studie konnte nachgewiesen werden, dass es bei den Patient*innen zu
pathobiotischen bzw. dysbiotischen Zustdnden des Mikrobioms kommt. Aulerdem wurde
gezeigt, dass es zu Interaktionen zwischen dem menschlichen und dem
Umgebungsmikrobiom kommt. Eine Abnahme der Alpha-Diversitit im Verlauf der Zeit
konnte bei zwei Patient*innen rein graphisch gezeigt werden. Eine statistische Priifung

zeigte jedoch keine Signifikanz.
Diskussion

Diese Arbeit liefert erste wichtige Ergebnisse liber die 2015 auf der Intensivstation des

LKH Graz gesammelten Proben. Eine weitere Auswertung der restlichen Proben ist



notwendig, um allgemeinere Aussagen iiber die Zusténde auf der Intensivstation machen
zu konnen. Die verwendeten Methoden eignen sich fiir diese Art von Forschungsarbeiten
optimal. In Zukunft konnten diese Methoden auch direkt am Bett der Patient*innen
Anwendung finden. Die Kenntnisse {iber mikrobielle Dynamiken auf einer Intensivstation
dienen als Ausgangspunkt fiir weitere Forschungsarbeiten {iber therapeutische

Moglichkeiten das Mikrobiom von Intensivpatient*innen positiv beeinflussen zu konnen.



Abstract

Introduction

Due to the fact that sepsis is one of the most widespread causes of death and nosocomial
infections can lead to drastic diseases as well as cause high costs in the health care system,
continuous research on the human microbiome is absolutely necessary. Accurate
characterization of the changes in the microbiome of ICU patients could be an important
step in the development of diagnostics and therapy for these patients. (1) The aim of this
work is to demonstrate the interactions of the microbiome of five selected intensive care

patients with the environment over a period of up to 14 days.

Methods

During an extensive sampling of 19 intensive care patients and their immediate
environment in the Intensive Care Unit of the LKH Graz more than 1000 samples were
taken. The sampling took place over several days. Within this diploma thesis, samples
from five patients were examined in more detail. The following methods were used to
answer the research questions: DNA extraction, amplification of the gene sequences of the
microbiome by PCR, PCR product verification by gel electrophoresis, NGS, processing of
the raw reads by pipeline, assembly and classification of the raw reads, microbiome
analysis by Microbiome Explorer and R. All these methods have already been established

and tested in the Moissl-Eichinger working group.

Results

In the study, it could be revealed that pathobiotic or dysbiotic states of the microbiome
occur in the patients. Furthermore, it was shown that interactions between the human and
the environmental microbiome occur. A decrease in alpha diversity over time was shown

only graphically in two patients. However, a statistical test showed no significance.

Discussion

This work provides first important insights into the samples collected in 2015 at the ICU of
the LKH Graz. Further evaluation of the remaining samples is necessary to make more
general statements about the conditions in the ICU. The methods used are ideally suited for
this type of research. In the future, these methods could also be applied directly at the

patient's bedside. The knowledge about microbial dynamics in an intensive care unit serves



as a starting point for further research on therapeutic possibilities to positively influence

the microbiome of intensive care patients.
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1 Einleitung

1.1 Allgemeines (menschliches Mikrobiom, Bedeutung des Mikrobioms,
mikrobielle Forschung)

Das Mikrobiom wird auf viele verschiedene Arten definiert. Die aktuell umfassendste
Erklidrung des Begriffs ist die 1988 herausgebrachte erste und originale Definition von
Whipps und seinen Kollegen. Der Begriff ,,Mikrobiom* wird hierbei als ,,mikro* und
,biom‘ getrennt betrachtet. ,,Mikro* bezieht sich auf die ,,charakteristische mikrobielle
Einheit” und ,,Biom* bezeichnet einen genau definierten Lebensraum mit speziellen
physikalisch-chemischen Eigenschaften in dem die mikrobielle Einheit wirkt. In dieser
Definition werden auch die Eigenschaften und Funktionen der mikrobiellen Einheit, sowie

deren Interaktionen mit ihrer Umwelt beriicksichtigt. (2)

Zu den vorhandenen Mikroorganismen zéhlen Bakterien, Archaeen und Eukaryoten. Die
meisten Studien, die bis jetzt durchgefiihrt wurden, betrachten, auf Grund der hohen Dichte
dieser Mikroorganismen und deren grof3er Variabilitit, das bakterielle Mikrobiom. (3) Es
befinden sich Billionen von Bakterien auf unserer Haut, in den Atemwegen, im
Urogenitaltrakt und im Verdauungstrakt. (4)Die grofite Menge an Bakterien befindet sich
im Dickdarm mit einer Schitzung von 10'4, gefolgt von der Haut, die von ca. 10'?
Bakterien bewohnt wird. Aktuell geht man davon aus, dass die Anzahl der menschlichen
Zellen 3,0%10'3 und die der bakteriellen Zellen 3,8*10'3 betriigt. Diese Zahlen ergeben ein
Verhiltnis der menschlichen Zellen zu den bakteriellen Zellen von 1:1,3. Dies kann mit
einer Unsicherheit von 25% und einer Schwankung von 53% in einem 70kg schweren

Durchschnittsmann angegeben werden. (5)

Dem menschlichen Mikrobiom ist groBe Bedeutung zuzuschreiben. Es spielt eine wichtige
Rolle im Stoffwechsel, im Schutz gegen Infektionen, in der Arzneimitteleffektivitét, in der
Synthese von Vitaminen, sowie in der Bekdmpfung von Krankheiten durch die Interaktion
mit dem Immunsystem. (6)Die Beziehung zwischen dem Menschen als Wirt und seiner
riesigen mikrobiellen Besiedelung ist dynamisch und symbiotisch. (4)Das bedeutet, das
Mikrobiom unterliegt stdndigen Verdnderungen. Der Austausch zwischen menschlichen
und mikrobiellen Zellen ist ein komplexer Prozess, der fiir das Gleichgewicht beider
wichtig ist. (4) Die Kenntnis dieser mikrobiellen Dynamiken kann von groflem

therapeutischem und diagnostischem Nutzen sein.
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Viele verschiedene Faktoren beeinflussen auf direktem oder indirektem Weg das
menschliche Mikrobiom. Dazu zihlen intrinsische Faktoren, wie z.B. Alter und Genetik
des Menschen, auf die keinen Einfluss genommen werden kann, und &duf3ere Faktoren.
AuBere Faktoren konnen entweder vom Menschen selbst gesteuert werden, oder im Falle
einer Intensivpatientin/eines Intensivpatienten vom medizinischen Personal beeinflusst

werden (Erndhrung, Arzneimitteltherapie, Umwelteinfliisse, ...). (4)

Die Frage, wodurch ein ,,gesundes Mikrobiom genau charakterisiert ist, wurde, da es von
zahlreichen Faktoren (Geschlecht, Alter, Genetik, ...) abhéngt, noch nicht ausreichend
gekldrt. Man vermutet jedoch, dass die Resilienz des Mikrobioms ausschlaggebend dafiir
ist, ob das Mikrobiom nach einer Storung wieder in den urspriinglichen Zustand

zuriickkehren kann oder in eine verdnderte Form iibergeht. (7)

12



1.2 Die mikrobielle Besiedelung des menschlichen Korpers

Der menschliche Korper ist zu jedem Zeitpunkt von schatzungsweise 500-1000
Bakterienarten besiedelt. Jeder dieser Bakterien besitzt wiederum ein Genom mit
Tausenden von Genen und bietet damit insgesamt eine wesentlich groBere genetische

Vielfalt und Flexibilitit als das menschliche Genom. (8)

Im Laufe der menschlichen Entwicklung folgt auch das menschliche Mikrobiom
korperstellenspezifischen Bahnen. Dies fiihrt dazu, dass die einzelnen Stellen des Korpers

eine spezifische Biogeografie entwickeln. (8)

1.2.1 Das Mikrobiom der Haut

Das Organ Haut weist je nach Stelle grole Unterschiede in der Zusammensetzung und
Struktur des Mikrobioms auf. Abhédngig von den physikalischen und topographischen
Merkmalen der Haut wird die mikrobielle Gemeinschaft unterschiedlich gestaltet. Jede

Person besitzt ihre eigene einzigartige Zusammensetzung des Mikrobioms an der Haut. (8)

Zu den wichtigsten Phyla des Hautmikrobioms zéhlen Actinobacteria (51,8%), Firmicutes
(24,4%), Proteobacteria (16,5%) und Bacteroidetes (6,3%). Auf der Gattungsebene
kommen Corynebacterium, Propionibacterium (mittlerweile Cutibacterium genannt) und

Staphylococcus am haufigsten vor. (9)

Die relative Haufigkeit der jeweiligen Bakterientaxonomie unterscheidet sich abhéngig
davon, ob es sich um eine feuchte, trockene oder talgig/6lige Mikorumwelt handelt
(Abbildung 1). Lipophile Propionibacterium (Cutibacterium)-Spezies kommen gehauft an
talgigen Stellen vor, wihrend Staphylococcus- und Corynebacterium-Spezies bevorzugt in
feuchten Bereichen zu finden sind. Auf der Stammebene wurde herausgefunden, dass
gesunde Individuen je nach Korperstelle von unterschiedlichen multi-phyletischen
Gemeinschaften von Propionibacterium acnes- und Staphylococcus epidermidis-Stimmen

besiedelt werden. (10)
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Abbildung 1: Die Unterschiede in der mikrobiellen Besiedelung je nach Hautareal (Quelle: Byrd AL,
Belkaid Y, Segre JA. The human skin microbiome. Nat Rev Microbiol. Mirz 2018;16(3):143-55.)

Verglichen mit dem Darm besitzt die Haut eine geringere mikrobielle Masse und ihr fehlen
einige, iiber die grundlegenden Proteine und Lipide hinausgehende, Néhrstoffe. Um in
dieser Umgebung trotzdem {iberleben zu konnen, haben sich die mikrobiotischen Bakterien

angepasst und nutzen die Ressourcen des Schweiles, des Talgs und der Hornschicht fiir

sich. (10)

Die mikrobielle Besiedelung der Haut ist auch vom Lebenszeitpunkt abhéngig. Bei
Neugeborenen bestimmt der Geburtsweg, welche Bakterien auf der Haut des Kindes
ansissig sind. Wurde das Kind vaginal geboren, so sind vaginale Bakterien der Mutter
vorhanden. Bei einem Kaiserschnitt hingegen erwerben die Kinder v.a. Haut-assoziierte

Mikroorganismen der Mutter bzw. der Kontaktpersonen. (10)

Im Laufe des Lebens kann es zu Populationsverschiebungen innerhalb des Mikrobioms
kommen. Die mikrobielle Besiedelung des Darms stabilisiert sich bereits im Alter von drei
Jahren. Bei der Haut jedoch kommt es im Rahmen der Pubertit auf Grund der hormonellen
Anderungen und der erhdhten Produktion an Talg erneut zu einer bakteriellen
Verschiebung. Die postpubertire Haut begiinstigt das Wachstum der lipophilen
Mikroorganismen, wie Propionibacterium spp. und Corynebacterium spp. Vor Eintritt der

Pubertit befinden sich groBBere Mengen an Firmicutes, Bacteriodetes und Proteobacteria
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auf der Haut. Kenntnisse {iber diese mikrobiellen Entwicklungen sind von Bedeutung, da

viele Hautkrankheiten in einem gewissen Alter gehduft auftreten. (10)

1.2.2 Das Mikrobiom des Darms

Das Mikrobiom des Darms ist duBerst vielfdltig und besteht aus Billionen von
Mikroorganismen, welche den menschlichen Verdauungstrakt bewohnen. Der Darm weist
im Vergleich zum restlichen Korper die grof3te Menge an vorherrschenden

Mikroorganismen auf. (11)

Zu den dominierenden Phyla im Darm zéhlen Bacteroidetes, Firmicutes, Proteobacteria,
Fusobacteria, Tenericutes, Actinobacteria und Verrucomicrobia. Diese machen generell bis
zu 90% des Mikrobioms im menschlichen Korper aus. Auf Gattungsebene zéhlen
Bacteroides, Clostridium, Peptococcus, Bifidobacterium, Eubacterium, Ruminococcus,
Faecalibacterium und Peptostreptococcus zu den hdufigsten. Es gibt einige Faktoren,
welche die Zusammensetzung der mikrobiellen Besiedelung des Darms verédndern. Dazu
gehoren Faktoren wie Genetik des Wirts, die Erndhrung, das Alter, die Art der Geburt und
der Einsatz von Antibiotika. Dem Darmmikrobiom werden viele wichtige Aufgaben im
Bereich der Immunabwehr, Verdauung und des Stoffwechsels zugeschrieben. Je nach
Darmabschnitt kommt es zu Unterschieden in der bakteriellen Zusammensetzung.
(Abbildung 2) Im Magen und Diinndarm sind nur wenige Bakterienarten vorhanden, im
Dickdarm hingegen befindet sich ein dicht besiedeltes Okosystem (bis zu 10'2 Zellen pro

Gramm intestinaler Substanz). (11)

A

Gtomaoh Anaerobic genera
10710 chuw/mi
Dq.l-o_denu m Bifidobacterium Escherichia
10°=10~ ctu/mi Clostrigium Enteracoccus
Bactercidlas Streptococcus
Colon Jejunum/ileum Eubactariom Klabsiaha

10"=10"7 chu/mi 107107 cfw/ml

Abbildung 2: Die Bakterielle Besiedelung je nach Darmabschnitt (modifiziert, Quelle: O’Hara AM,
Shanahan F. The gut flora as a forgotten organ. EMBO Rep. Juli 2006;7(7):688-93.)

Sind Personen bereits genetisch vorbelastet konnen einige Bestandteile des Mikrobioms zu
einer Belastung fithren und dadurch zur Entstehung von diversen Darmerkrankungen, wie

z.B. entziindliche Darmerkrankungen, beitragen. (12)
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1.2.3 Das orale Mikrobiom

Die Mundhohle wird von der zweitgroflten Menge an Mikroorganismen besiedelt. Zu den
sechs dominierenden Phyla gehoren hierbei Firmicutes, Actinobacteria, Proteobacteria,
Fusobacteria, Bacteroidetes und Spirochaetes. Diesen Mikroorganismen wird eine grofle
Bedeutung in Bezug auf menschliche Gesundheit, Stoffwechsel und Immunantwort des
Wirts, zugeschrieben. Bei einigen Erkrankungen wie z.B. Diabetes, Bakteridmie,
Endokarditis usw. wurde ein veréndertes orales Mikrobiom festgestellt. Aus diesem Grund
ist es wichtig, die mikrobielle Gemeinschaft im Mund zu kennen und zu wissen, wie sich

die Zusammensetzung unter gewissen Bedingungen verdndern. (13)

1.2.4 Das Mikrobiom der Lunge

Lange Zeit wurde angenommen, dass die gesunde Lunge steril ist. In den letzten Jahren
wurde jedoch auch in gesunden Lungen geringe Mengen an Bakterien nachgewiesen. Die
in der Lunge befindlichen Mikroorganismen stammen weitgehend aus den oberen
Atemwegen und werden durch Mikroaspiration in die Lunge befordert. Durch die
mechanische und immunologische Clearance der Lunge wird dieser Prozess ausgeglichen.
Bei vielen Lungenkrankheiten konnten abweichende Besiedelungen (Dysbiose) der Lunge

aufgezeigt werden. (14)

Um das Mikrobiom der Lunge untersuchen zu konnen werden meistens Sputum oder
bronchoalveolédre Lavage verwendet, wobei diese jeweils gewisse Ungenauigkeiten, bzgl.
der Beurteilung der bakteriellen Besiedelung der Lunge, aufweisen. Das Sputum spiegelt
die mikrobielle Besiedelung der oberen und unteren Atemwege dar. Diese Vermischung ist
besonders heikel, wenn die Lunge nur in geringem Ausmal} von Bakterien besiedelt ist.
Der Nachteil einer bronchoalveoldren Lavage ist, dass es sich hierbei um ein invasives
Verfahren handelt, dafiir ist die Kontamination geringer. Als weitere Entnahmeoption gilt
die endotracheale Aspiration, welche haufig bei intubierten Patient*innen angewendet

wird. (14)

Studien haben gezeigt, dass die mikrobielle Zusammensetzung in der Lunge weitgehend
den oberen Atemwegen gleicht, jedoch ist die Menge der bakteriellen Besiedelung weitaus
geringer. Zu den hiufigsten Phyla zéhlen Firmicutes und Bacteroidetes. Auf

Gattungsebene kommen Prevotella, Streptococcus und Veillonella am héufigsten vor. (14)
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Eine Storung der Zusammensetzung des Mikrobioms in der Lunge kann mehrere Ursachen
haben. Dazu zdhlen eine Storung des Eintritts oder Austritt von Bakterien, sowie eine
Beeintriachtigung der lokalen Replikation. Durch eine verstérkte Aspiration kann es zu
einer mikrobiellen Vermehrung kommen. Eine Dysbiose in den oberen Atemwegen kann
sich auch auf die unteren Atemwege ausweiten. Es ist bekannt, dass bei einer
Lungenentziindung héufig bereits zuvor eine Besiedelung der oberen Atemwege mit
Pathogenen, welche eine Lungenentziindung auslésen konnen (z.B. Streptococcus
pneumoniae), vorhanden ist. Die Fahigkeit zur Beseitigung von gewissen Bakterien
(Clearance) kann durch z.B. Immunstérungen, Sputumdefekte, Hustendefekte, usw.
herabgesetzt sein. Die lokale Replikation wird durch erhdhte Néhrstoffzufuhr, z.B. im
Rahmen eines Odems, erhoht. (14)

Eine mikrobielle Dysbiose wurde bereits bei vielen Lungenkrankheiten nachgewiesen. Es
muss jedoch noch weiter erforscht werden, ob diese gestorte Zusammensetzung die

Erkrankungen auslost, aufrechterhilt oder ob sie eine Folge der Erkrankung ist. (14)
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1.3 Das Mikrobiom von Intensivpatient*innen

Der stationdre Aufenthalt auf einer Intensivstation geht mit vielen therapeutischen
Interventionen einher, welche moglicherweise einen Einfluss auf das Mikrobiom der
Patient*innen haben. Zu diesen Interventionen zidhlen unter anderem die Verabreichung
von Opioiden, vasoaktiven Substanzen, Mittel zur gastrointestinalen Prophylaxe, und vor
allem der (liberale) Einsatz von Antibiotika. (15) Die hédufig eingesetzten Antibiotika téten
nicht nur Pathogene ab, sondern auch ,,gesundheitsfordernde Mikroben. Es wurde
herausgefunden, dass bis zu 37% der verabreichten Antibiotika nicht notwendig sind bzw.
nicht entsprechend geltenden Standards verwendet werden. (6)Auch andere Interventionen
wie z.B. endotracheale Beatmung oder intravasale Katheter beeinflussen das Mikrobiom.
Diese Eingriffe konnen die natiirliche Schutzbarriere des Korpers beeintrichtigen und
dadurch den Eintritt von Bakterien begiinstigen. (16) Ein weiterer wichtiger Faktor ist die
Erndhrung der Patient*innen. Geringere oder gar keine Nahrungszufuhr fiihrt zu einem
Néhrstoffmangel der Patient*innen. Das bedeutet wiederum, dass auch dem Mikrobiom
weniger Nahrstoffe (v.a. Ballaststoffe) zur Verfiigung stehen, wodurch es zu
Verianderungen in dessen Zusammensetzung kommt. (3)Es wurde zum Beispiel
herausgefunden, dass parenterale Erndhrung bei Méusen zu einem Anstieg von
Bacteroidetes und zu einer Beeintrachtigung der Barrierefunktion fiihrt. Bei einer
Supplementierung mit 20% enteraler Erndhrung wurde dieser Effekt wieder umgekehrt. (4)

Dies gibt Hinweise darauf, dass enterale Erndhrung bei Patient*innen zu bevorzugen ist.

AuBerdem spielt auch die Umgebung der Patient*innen auf der Intensivstation eine Rolle.
Hierzu zdhlen Raumoberflachen, Gerite oder auch die Héande des Gesundheitspersonals,
welche ein potenzielles Reservoir fiir Mikroben sein konnen. Lax et al. untersuchten ein
Jahr lang die Zusammenhénge zwischen der bakteriellen Besiedelung der Patient*innen,
des Personals und der baulichen Oberfldchen eines neu erbauten Krankenhauses. Es wurde
festgestellt, dass es groBe bakterielle Ahnlichkeiten zwischen der Haut der Patient*innen

und der Umgebung, in der sie sich befanden, gab. (17)

Um feststellen zu konnen, wie genau all diese Faktoren das menschliche Mikrobiom auf
einer Intensivstation beeinflussen benédtigt man weitere Forschungsarbeiten. Es wurde
herausgefunden, dass all diese Einfliisse zu einer Art Dysbiose des menschlichen
Mikrobioms fiihren. Dysbiose bedeutet Verlust von ,,gesundheitsférdernden* Mikroben

und eine Uberwucherung von pathogenen Bakterien. (1) Wenn man das Mikrobiom als
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eigenes ,,Organ‘ betrachtet, welches wichtige Funktionen hat, kann man gut verstehen,
dass eine Storung dieses ,,Organs*, durch einen Funktionsverlust und einen fehlenden

Ersatz fiir die wichtigen Funktionen, dem Korper grolen Schaden zufiihren kann. (16)

Durch den Verlust von wichtigen Kommensalen, geht auch deren Schutzfunktion vor
eindringenden Krankheitserregern verloren. Die Schutzfunktion beruht entweder darauf,
dass die Mikroorganismen die Erreger direkt durch antimikrobielle Peptide oder indirekt
iber gegenseitige Nihrstoffkonkurrenz hemmen. Durch eine Stérung des Gleichgewichts
des Mikrobioms konnen folglich die neu aufgetretenen Erreger die mikrobielle

Gemeinschaft dominieren. (16)

Eine Storung des Mikrobioms kann zu metabolischen, immunologischen und sogar
neurokognitiven Beeintrachtigungen bei dem Wirten fiihren. Betrachtet man zum Beispiel
das intestinale Mikrobiom, so ist bekannt, dass Darmmikroben als wichtige Aufgabe die
Fermentation von Ballaststoffen zu kurzkettigen Fettsduren besitzen. Diese kurzkettigen
Fettsduren werden von dem Kolonepithel als Energiequelle gebraucht und stellen die
Integritdt des Darms sicher. Nimmt die Konzentration der Darmmikroben und folglich
auch die der kurzkettigen Fettsduren ab, zum Beispiel bei septischen Zustinden, schwindet
die Schleimbarriere des Epithels, wodurch Krankheitserreger leichter eindringen kdnnen.
AuBerdem fiihrt die Apoptose des Epithels zur Malabsorption von Néhrstoffen, Durchfall
und Energieverlust. Auf immunologischer Ebene kann eine pathologisch verdnderte
mikrobielle Gemeinschaft zu exzessiver Entziindung mit Endorganschiaden, sowie zur
Ermiidung des Immunsystems durch das Auftreten von Superinfektionen, fithren. Auch
neurologisch konnen sich pathologisch verdnderte Mikroben negativ auswirken. Diverse
mikrobielle Produkte kdnnen mit menschlichen Hirnrezeptoren interagieren und fiir
Enzephalopathie bei Zirrhotiker*innen, sowie der Entstehung von Delirien verantwortlich

sein. Man spricht bei dieser Interaktion von der Darm-Hirn-Achse.(16)

Neben dem Begriff der Dysbiose wird in bereits vorhandenen Forschungsarbeiten zum
Thema Mikrobiom auf Intensivstation auch der Begriff des Pathobioms beschrieben.
Kritische Erkrankungen sorgen fiir pathologische Zustinde des Mikrobioms. Diese
Zustinde verschlechtern sich, durch bereits oben genannte Interventionen, bereits nach
einigen Stunden auf der Intensivstation, weiter. Das Pathobiom wiederum kann
dysregulierte Reaktionen des Wirts vorantreiben und dadurch ein Organversagen

verschlimmern. (4)
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Studien zu Folge ist das Pathobiom der Intensivpatient*innen durch eine geringe Alpha-
Diversitit und eine hohe Beta-Diversitit gekennzeichnet. Diese Verdnderungen nehmen im
Laufe des Aufenthalts weiter zu. In einer groen Studie, die 115 ICU Patient*innen und
1242 gesunde Personen einschloss, wurde im Mikrobiom der ICU Patient*innen eine
geringe Abundanz an Firmicutes und Bacteroidetes und eine erhhte Abundanz an
Proteobacteria, verglichen mit der gesunden Bevdlkerung, nachgewiesen. Aulerdem kam
es zu einem Anstieg an folgenden mikrobiellen Stimmen: Escherichia/Shigella,
Salmonella, Enterococcus, Clostridioides difficile oder Staphylococcus. Zusitzlich wurde
herausgefunden, dass kritische Erkrankungen oft mit einer sehr geringen mikrobiellen
Diversitit einhergehen. In einer Studie mit 34 ICU Patient*innen, wurde gezeigt, dass bei
einem Drittel der Studienteilnehmer*innen ein einziges bakterielles Genus iiber 50% des
intestinalen Mikrobioms ausmacht. (4) Enterococcus zahlt zu diesen dominierenden

Gattungen. (18)

In dem Artikel ,,The emerging role of the microbiota in the ICU* werden die
Veridnderungen des intestinalen Mikrobioms erldutert. Das Mikrobiom einer gesunden
Person besteht hauptséchlich aus kommensalen und gesundheitsfordernden Bakterien
(Faecalibacterium, Blautia, Ruminococcus) und nur zu einer geringen nicht bedeutenden
Menge aus opportunistischen Pathogenen (Escherichia/Shigella, Salmonella,
Enterococcus, C. difficile oder Staphylococcus). Mit fortschreitender Dauer des
Aufenthalts auf der Intensivstation nimmt die Diversitét, sowie die Menge an
kommensalen und gesundheitsfordernden Bakterien ab und opportunistische Pathogene,

die ebenfalls Teil des Mikrobioms sind, gewinnen Oberhand. (3)

Neben der Darm-Hirn-Achse, wurde auch ein Zusammenhang zwischen dem Mikrobiom
des Darms und der Lunge festgestellt. Gesunde Lungen sind generell einer niedrigeren
Besiedelung von Bakterien ausgesetzt als der Darm. Dies ist auf ein fiir Bakterien
unattraktiveres Milieu zuriickzufiihren. In einer gesunden Lunge finden Bakterien nicht
geniigend Nihrstoffe. Zudem herrschen aerobe Bedingungen und letztlich weist der
Antiatelektasefaktor in den Alveoli einen bakteriostatischen Effekt auf. Unter
physiologischen Umstidnden ist die Reproduktionsrate von Bakterien niedrig und die Ein-
und Auswanderungsrate der Bakterien hoch. Bei kritischen Erkrankungen verringert sich
die mukozilidre Klarleistung und der Hustenreflex. Dadurch kénnen die Bakterien
schlechter abtransportiert werden. AuBerdem kann mechanische Beatmung Odeme

hervorrufen, wodurch mehr Néahrstoffe fiir die Bakterien vorhanden sind, und der
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Sauerstoffgehalt abnimmt. Diese Zustidnde beglinstigen das Bakterienwachstum in der
Lunge. In diversen Studien wurde auflerdem herausgefunden, dass sich bei septischen
Zustinden oder ARDS (Acute Respiratory Distress Syndrome) in Lungen Darm-assoziierte
Bakterien befinden konnen. Die Darm-Lungen-Achse beschreibt den Austausch der
Mikrobiome beider Bereiche. Dieser Zusammenhang ist in beide Richtungen beobachtet
worden. So haben bakterielle Lungeninfektionen ebenfalls einen Einfluss auf die

mikrobielle Besiedelung des Darms.(3)
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1.4 Aktualitat des Themas

Um auf die Aktualitdt des Themas hinzuweisen und die mikrobiellen Verdnderungen im
Rahmen einer Infektion anhand eines Beispiels zu skizzieren, wird in diesem Kapitel auf
den Einfluss einer Covid-19-Infektion auf das menschliche Mikrobiom eingegangen. Dies
ist fiir Intensivstationen von grofler Relevanz, da immer wieder Patient*innen mit einer
schweren Covid-19-Infektion auf einer Intensivstation betreut werden miissen. Weiters ist
es auch fiir scheinbar milde Verlaufe bedeutend, da es noch nicht ausreichend erforscht ist,

welche Langzeitfolgen eine Infektion haben kann.

Das SARS-Cov2 Virus verursachte die groBite globale Pandemie seit dem Influenzavirus
1918. Das Virus verlduft in mehreren Phasen mit typischen Verédnderungen. In der frithen
Phase zeigen die Patient*innen oft nur geringe Symptome, jedoch eine gro3e Viruslast.
Diese Phase geht auch mit gastrointestinalen Symptomen einher. Schwerere Symptome
(Respiratorische Probleme, Fieber, ...) entwickeln sich meist erst in der Spatphase.
Manche Patient*innen entwickeln schwerwiegende Komplikationen wie Sepsis,
Multiorganversagen oder ARDS. Das SARS-Cov2 Virus beeinflusst {iber die Lungen-
Darm-Gehirn-Achse, sowie liber Dysbiose das Mikrobiom der Patient*innen. Im Darm
werden durch primédre Entziindungsreize mikrobielle Produkte und Zytokine freigesetzt,
wodurch es zu einer mikrobiellen Dysbiose kommt und ein entziindliches Milieu entsteht.
Die in den Blutkreislauf gelangten Darmzytokine verstirken dann die systemische durch
Covid-19 verursachte Entziindung. Zusammenfassend, kann man sagen, dass die
korpereigene Entziindungsreaktion auf das Virus dem Korper noch mehr Schaden zufiigt
als das Virus selbst. Es ist von grof3er Bedeutung die Zytokinwege und Reaktionen der
Darmbakterien auf das Sars-CoV?2 Virus zu erforschen, um eventuelle neue
Behandlungsmethoden entwickeln zu konnen. (19)Gerade in Zeiten einer Pandemie wird
sichtbar, wie relevant es ist, die Verdnderungen durch eine Infektion, welche evtl. auf einer
ICU behandelt werden muss, genau zu erforschen und verstehen zu konnen, um mogliche

schlimme Krankheitsverldufe gegebenenfalls positiv beeinflussen zu kdnnen.

Patient*innen auf einer Intensivstation weisen auf Grund des geschwéchten
Allgemeinzustands, der Immunsuppression und einer gestorten physiologischen Barriere
eine hohere Neigung fiir Krankenhaus-assoziierte Infektionen auf als gesunde Personen.
Schitzungsweise liegt das Risiko an einer européischen Intensivstation eine nosokomiale

Infektion zu erwerben bei 45%. (20)
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1.5 Healthcare-Associated-Infection (HAI)

Infektionen sind ein grofles Thema auf Intensivstationen und ein wichtiger Bestandteil der
Definition von Sepsis. Heutzutage wird der Begriff ,,Gesundheitssystem-assoziierte-
Infektionen* (engl. HAI-Healthcare associated Infections) vermehrt verwendet. Zu den
sechs am héufigsten vorkommenden HAI’s zdhlen Pneumonie, Infektionen der Blutbahn
(einschlieBlich Endokarditis), Sepsis durch intravaskuldre Katheter, intra-abdominale
Infektionen, Urosepsis und Infektionen von OP-Wunden. Die CDC (Centers for Disease
Control and Prevention) bezeichnen HAI’s als einen lokalen oder systemisch auftretenden
Zustand, ausgeldst durch eine Antwort des Korpers auf einen infektiosen Erreger oder
dessen Toxin(e). Die Infektion darf zum Zeitpunkt der Aufnahme der Patient*innen noch
nicht vorhanden gewesen sein. Die Erreger, die zu diesen Infektionen fiihren, konnen
endogenen oder exogenes Ursprungs sein. Zu endogenen Erregern zéhlen
Mikroorganismen, die normalerweise den Korper besiedeln. Exogene Erreger konnen vom
Pflegepersonal, Patientenpflegegerite, Besuchern oder der Umgebung tibertragen werden.

(21)(22)
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1.6 Mikrobiom Diagnostik und Therapie

Im diagnostischen Bereich und im Management von Infektionen im Krankenhaus werden
heutzutage Kulturen von biologischen Proben verwendet. Diese Herangehensweise weist
aber einige Nachteile auf. Diese Technik ist oft nicht schnell genug, da sie zwischen 48
und 72 Stunden brauchen kann, um zu einem Ergebnis zu kommen. Zusétzlich kann sie in
bis zu 40% der Fille negativ sein, obwohl mit hoher Wahrscheinlichkeit eine Infektion
vorliegt. Negative Kulturen treten auf, weil bereits Antibiotika verabreicht wurden, die das
Wachstum der Erreger verhinderten. AuBlerdem konnen manche menschlichen Mikroben
mit den in klinischen Laboren verwendeten Materialien nicht kultiviert werden. Verspitete
und falsche Ergebnisse konnen dazu fiihren, dass eine empirische
Breitbandantibiotikatherapie eingesetzt wird. Dies kann wiederum zu Schéiden bei den
Patient*innen, Antibiotikaresistenzen und hoheren Kosten fithren. (16) Im Falle einer
Sepsis wird hdufig davon ausgegangen, dass ein Pathogen allein fiir diesen Zustand
verantwortlich ist. Nun wird aber mehr und mehr ersichtlich, dass Krankheitserreger nicht
allein agieren und auch der Ausgangszustand des Mikrobioms der Patient*innen das
Infektionsgeschehen beeinflusst. (3) Kultur-unabhidngige Sequenzierungsmethoden weisen
einige dieser oben genannten Nachteile nicht auf und konnten fiir die Entwicklung einer

personalisierten Therapie niitzlich sein. (16)

Durch die nicht-kulturbasierenden, hoch-sensitiven Techniken, wie vor allem die Next
Generation Sequencing (NGS) Methode, wurde es moglich, weitere Mikroorganismen
(Bakterien und Archaeen), die bisher nicht bekannt waren, zu identifizieren. Die direkte
Amplifikation mikrobieller DNA gibt semi-quantitative Auskiinfte iiber die mikrobielle
Taxonomie. (16) Dank NGS ist es heutzutage machbar, viele mikrobiellen Proben genau
und in der Tiefe zu untersuchen. (15) In Zukunft kénnte es sogar moglich sein, diese
Techniken zu nutzen, um prézise Auskiinfte liber Infektionen-verursachende
Mikroorganismen zu bekommen, oder um eine Infektion definitiv ausschlieBen zu konnen.
Das sogenannte ,,Bedside sequencing® soll durch tragbare Sequenzierungsgerite den
Einsatz dieser Methoden am Krankenbett ermdglichen. (16) Ein weiterer wichtiger Faktor
ist die richtige Auswertung der durch die Sequenzierung erlangten Informationen. Dafiir
benétigt man bioinformatische Softwares, welche stidndig weiterentwickelt werden. Sie
dienen dazu, die vorhandenen mikrobiellen Einheiten besser definieren und diverse

statistische Methoden anwenden zu konnen. (15)
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Neben der 16S rRNA Gen-basierten Sequenzierungsmethode bestehen weitere
Moglichkeiten, um Mikrobiota zu detektieren. Zu diesen Methoden zéhlen, die quantitative
PCR-Methode, um die generelle Hiufigkeit an bakterieller 16S rRNA Gene oder einer
speziellen Gruppe zu untersuchen, sowie die Metagenomik. Metagenomik gibt nicht nur
Auskunft iiber die taxonomische Verteilung (wie bei der 16S rRNA Gen-
Sequenzierungsmethode), sondern liefert auch funktionelle Informationen. Die Methoden
unterscheiden sich nicht nur in ihren zur Verfiigung stellenden Informationen, sondern
auch in den Kosten der Durchfiihrung. Am kostengiinstigsten ist die Durchfiihrung einer
quantitativen PCR ($), gefolgt von der 16S rRNA Sequenzierung ($$) und der
Metagenomik ($$$). (3)

In der Mikrobiom-basierenden Therapie kommen zum jetzigen Zeitpunkt vier
verschiedene Therapiemdoglichkeiten zum Einsatz: Prebiotika, Probiotika, Synbiotika und

FMT (fakaler Mikrobiota-Transfer). (15)

Unter Prebiotika versteht man Nahrungsbestandteile, die sich positiv auf das Wachstum
von beglinstigenden Bakterien auswirken und die vom Menschen nicht abgebaut werden
konnen. (15) Sie sollen fiir die Bakterien Nahrung in Form von komplexen Zuckern liefern,
die nach Fermentation als Kohlenhydrate zur Verfligung stehen. Prebiotika kdnnen also ein

gesundes Mikrobiom zusétzlich stirken. (4)

Probiotika hingegen werden eingesetzt, wenn das Mikrobiom bereits, durch die Einnahme
von Antibiotika zum Beispiel, aus dem Gleichgewicht gebracht wurde, oder man damit
rechnet, dass es demnéchst zu einer Storung kommt. Man versteht unter Probiotika lebende
Mikroorganismen, die von auflen zugefiihrt werden, um das Gleichgewicht wieder
herstellen zu kénnen. Dabei wird der Darm mit Gattungen angereichert, die eine positive
Wirkung auf das Mikrobiom haben. Zu den Wirkmechanismen der Probiotika gehoren die
Unterdriickung der Darmzytokine, die Stimulation der Produktion einer Schleimschicht
und der IgA-Produktion. Zusétzlich sollen sie die Apoptose von Darmzellen verhindern,
die Darmbarriere schiitzen und durch all diese Faktoren ein Uberwachsen mit pathogenen
Bakterien verhindern. Generell ist jedoch zu erwéhnen, dass die Studienlage, die
Wirksamkeit von Probiotika betreffend, vor allem bei Erwachsenen noch sehr diinn ist.
Besonders die Rolle der Probiotika in der Intensivmedizin ist noch nicht gut genug
erforscht, daher gehoren sie aktuell nicht zur Standardbehandlung.(4) Einige Studien, die

im Zusammenhang mit dem Gebrauch von Probiotika in der Intensivmedizin durchgefiihrt
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wurden, untersuchten z.B., inwieweit diese das Auftreten von einer Beatmungs-
assoziierten-Pneumonie (VAP) reduzieren. Diese Studien haben bisher nicht zu

eindeutigen Ergebnissen gefiihrt.

Insgesamt kann die Verwendung von (angepassten) Probiotika jedoch durchaus in Betracht
gezogen werden. Es miissen aber noch weitere Studien durchgefiihrt werden, um den
positiven Einfluss der Probiotika weiter zu bestétigen, sowie genaue Empfehlungen bzgl.
Dosis und Typ des Probiotikums herausgeben zu kénnen. Der Effekt von Probiotika auf
die Reduzierung von Antibiotika-assoziierter Diarrhoe wurde bereits gut erforscht und
lieferte bereits vielversprechende Ergebnisse. In einer 2012 durchgefiihrten Meta-Analyse
wurden in 63 Studien mehr als 11800 Patient*innen untersucht. Probiotika konnten das

Auftreten von Antibiotika-assoziierter Diarrhoe um 40% reduzieren. (6)

Unter Synbiotika versteht man eine Kombination von Prebiotika und Probiotika. Also
werden hierbei die Mikroorganismen mit ihrer entsprechenden Nahrungsquelle vereint. Die
Wirksamkeit von Synbiotika wurde bereits in diversen Studien untersucht. Simakachorn et
al. fand in einer Studie heraus, dass durch die enterale Verabreichung von Synbiotika bei
kritisch kranken Kindern der Anteil von Bifidobakterien erh6ht werden konnten.
AuBerdem konnte gleichzeitig die Konzentration von Enterobakterien gesenkt werden. In
einer weiteren Studie wurden 35 septische Patient*innen, die eine tdgliche
Supplementierung mit Synbiotika verabreicht bekamen mit 37 kritisch Kranken ohne diese
Supplementierung verglichen. Patient*innen, die Synbiotika erhielten wiesen eine
geringere Inzidenz von beatmungsassoziierter Pneumonie und Enteritis auf. Auflerdem
wurden im Stuhl héhere Konzentrationen an Bifidobacterium und Lactobacillus,

verglichen mit der Vergleichsgruppe, nachgewiesen. (23)

Bei einem Fékalen-Mikrobiota-Transfer werden Fékalien eines Spenders in den
Verdauungstrakt eines Empfangers transferiert. (15) Dies soll die mikrobielle
Zusammensetzung des Empfangers dndern. FMT wird im Zusammenhang mit C. difficile
Kolitis eingesetzt. Es wurde bereits eine tiber 90%ige Wirksamkeit bei der Heilung von C.
difficile Kolitis nachgewiesen.(6) In der Intensivmedizin jedoch sind erst einzelne Félle
von einer Heilung der C. difficile Kolitis bekannt. (4) Auf Grund der gering verfiigbaren
Daten zur Wirksamkeit des FMT und der Tatsache, dass FMT oft mit einem
Infektionsrisiko verbunden ist, sind weitere Forschungsarbeiten notwendig, um dieses

Verfahren auch in der Praxis einsetzen zu konnen. (4)
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1.7 Umgebungsmikrobiom

In zahlreichen Studien von Gebduden und Innenrdumen wurde untersucht, welche
Mikroorganismen wo vorkommen und woher diese stammen. In Gebduden wurden
einzigartige mikrobielle Zusammensetzungen nachgewiesen, die in der restlichen
natiirlichen Umgebung so nicht zu finden sind. Auf Grund der héufig in von Menschen
gebauten Einrichtungen vorherrschenden, fiir die Mikroorganismen ungiinstigen
Bedingungen, kommt es zu einem hohen Selektionsdruck und es kann nur eine Minderheit

diese iiberleben. (24)

Viele dieser Studien ergaben, dass die meisten Mikroorganismen, die an Oberfldchen
nachgewiesen wurden, von der menschlichen Haut und dem Mund stammen. Die
Wechselwirkungen mit der Luft und Oberflichen zwischen Mikroorganismen und dem
Wirt wurden vorwiegend mit potenziell krankheitsauslésenden Mikroorganismen
untersucht. Gewisse Krankheitserreger konnen direkt iiber die Luft tibertragen werden wie
z.B. Legionella pneumophila. Andere wie z.B. Pseudomonas aeruginosa werden durch
Oberflichenkontakt {ibertragen. Diese Ubertragungswege sind auch auf gutartige
Mikrobiota {ibertragbar. (24)
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Abbildung 3: Ubertragungswege von Mikroorganismen auf den Menschen und vice versa (Quelle:
Gilbert JA, Stephens B. Microbiology of the built environment. Nat Rev Microbiol. November
2018;16(11):661-70.)
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1.8 Krankenhausmikrobiom

Um die Ausbreitung von Krankenhausinfektionen steuern zu konnen, ist es von Bedeutung
verstehen zu konnen, welche Faktoren die bakterielle Besiedelung von Krankenhdusern

und anderen Einrichtungen des Gesundheitswesens beeinflussen.

Lax et al. untersuchte ein Jahr lang die mit den Patient*innen, dem Personal und den
Oberfldchen assoziierten Mikrobiota eines neu gebauten Krankenhauses. Es wurde gezeigt,
dass, sobald die klinischen Tatigkeiten aufgenommen wurden, es bei den Fulbdden und
Oberfldchen der Pflegestationen zu einer substanziellen Zunahme der relativen Héufigkeit
der mit der menschlichen Haut assoziierten Gattungen Corynebacterium, Staphylococcus
und Streptococcus kam. Gleichzeitig kam es zu einer Abnahme von Acinetobacter und
Pseudomonas, welche vor der Eroffnung dominierten. Zusétzlich wurde nachgewiesen,
dass die Oberflachen der Patient*innenumgebung (besonders des Bettgitters) durchwegs

dem Hautmikrobiom des in dem Bett befindlichen Patienten/der Patientin dhnelten. (16)

Besonders intensivmedizinische Stationen gelten als potentielles Reservoir fiir pathogene
Mikrobe und damit als Gefahr fiir den Erwerb von nosokomialen Infektionen. Neben
klinisch notwendigen Verfahren spielen auch bauliche Eigenschaften der
Krankenhausumgebung und Hygieneverfahren bei dem Infektionsrisiko eine Rolle. Zum
Beispiel wurde herausgefunden, dass Patient*innen, die in ein Zimmer verlegt wurden, in
dem zuvor ein Trager/eine Tragerin eines multiresistenten Keims untergebracht war, trotz
anschliefender Reinigung, ein deutlich gesteigertes Risiko beziiglich des Erwerbs eines
antibiotikaresistenten Mikroorganismus haben. Dies weist darauf hin, dass die Infektion
des vorherigen Zimmerbewohners einen wichtigen Risikofaktor darstellt. Die meisten
Krankenhaus-assoziierten Infektionen sollen direkt von Patient*in zu Patient*in iibertragen
werden. Jedoch ist auch der Ubertragungsweg iiber das medizinische Personal und die
klinische Umgebung von Bedeutung. Hierbei sind vor allem die Hénde des medizinischen
Personals hervorzuheben, die vermutlich fiir etwa 20-40% der nosokomialen Infektionen
verantwortlich sind. Beobachtet wurde auflerdem, dass besonders patientennahe
Oberflachen am meisten kontaminiert sind. Dort findet man vor allem Darm-, Haar- und
Haut-assoziierte Bakterien, wie Staphylococcus, Propionibacterium, Corynebacterium,
Lactobacillus, Micrococcus und Streptococcus. Weiter entfernt von den Patient*innen
befinden sich tiberwiegend Mikroorgansimen, die urspriinglich aus der natiirlichen Umwelt

stammen. (20)
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Invasive Gerite, aber auch nicht-invasive Geréte, welche schwer zu reinigen sind, gelten
als potentielle Infektionsquelle. Besonders wichtig sind auch ordnungsgemaifle
Waschverfahren der im Krankenhaus verwendeten Textilien, da sie ebenfalls eine Quelle

einer nosokomialen Infektion sein konnen. (20)

Neben pathogenen Bakterien und opportunistischen Pathogenen leben auch harmlose und
sogar niitzliche Bakterien als Gemeinschaften auf intensivmedizinischen Stationen. Die auf
einer ICU gefundenen Bakterien stammen in den meisten Fillen vom Menschen.

Insgesamt ist die Quantitit der Mikroorganismen dort deutlich reduziert im Vergleich zu

anderen Innenrdumen, bei denen mehr Personen unkontrolliert Zutritt haben.(20)

Auf Grund der extremen Hygienemalinahmen auf den Intensivstationen entwickeln die
Bakterien hiufig Resistenzen. Sie konnen dadurch trotz reduzierter Nahrungsverfiigbarkeit
und dem stéindigen Einsatz von antimikrobiellen Mitteln in der Reinigung lange auf

diversen Oberfldchen tiberleben. (20)
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1.9 Zielsetzung der Diplomarbeit

Trotz der einigen bereits durchgefiihrten Studien zum Thema Mikrobiomverdnderungen
von Intensivpatient*innen, ist es notwendig, die dysbiotischen Entwicklungen weiter zu
charakterisieren. Diese genauere Charakterisierung konnte zur Entwicklung von
diagnostischen und therapeutischen Interventionen, basierend auf mikrobiellen Signaturen,

niitzlich sein. (6)

Ziel, dieser Arbeit ist es die Mikrobiomdynamik von flinf Intensivpatient*innen iiber eine
Dauer von durchschnittlich ca. sechs Tagen aufzuzeigen. Hierbei sollen vor allem die
Interaktionen mit der Umgebung der Patient*innen nachgewiesen werden. Die erste
Hypothese, die tiberpriift werden soll, lautet wie folgt: Im Laufe des Aufenthalts auf der
Intensivstation findet eine Besiedelung des Menschen durch die Umgebungsmikroben und
vice versa statt. Um auch den Aufenthaltsbereich der Patient*innen zu beriicksichtigen,
wurde nicht nur mit Proben des Patienten/der Patientin selbst (Stuhl, Magenaspirat, diverse
Abstriche der Haut, Trachealsekret, Mundsekret) gearbeitet, sondern auch mit Abstrichen
von der direkten Umgebung der Patient*innen. Das Umfeld der Patient*innen beinhaltet
Abstriche von Kissen, Fensterbanken, Waschbecken, Tastaturen und Nachttischen. Es
wurde aullerdem die Hypothese aufgestellt, dass die Alpha-Diversitit des Mikrobioms der
Patient*innen im Laufe des Aufenthalts an der ICU abnimmt. Bei der Uberpriifung dieser
Hypothese sollen auch die klinisch vorhandenen Daten der Patient*innen

(Aufenthaltsdauer, Medikation, zusdtzliche Interventionen, ...) miteinbezogen werden.
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2 Material und Methoden

2.1 Probennahme

Die Probennahme wurde bereits 2015 durchgefiihrt und die Originalproben wurden fiir
diese Arbeit zur Verfligung gestellt. Insgesamt wurden 19 Intensivpatient*innen in
regelméfigen Abstinden iiber einen Zeitraum von mehreren Tagen beprobt und ca. 1000
Proben erhalten. Insbesondere erhielt man: Abstriche von Haut (Axilla, Leiste),
Analabstriche, Mundsekret. Von der Umgebung wurde beprobt: Fensterbank, Tastatur,
Bettdecke, Waschbecken, Betttischchen, Bettgestell, Monitortisch.

2.2 Datenschutz und Einhaltung von forschungsethischen Standards

Um eine gendergerechte Sprache zu gewéhrleisten, wurde in dieser Arbeit die
Gendermethode mit einem Stern ,,** gewéhlt. Um geschlechterunabhéngige Ergebnisse zu
erhalten, werden im Rahmen dieser Arbeit Abstriche von Frauen und Ménnern analysiert.
Es wurden keine medizinischen Daten erhoben, da es sich um eine Pilotstudie handelt.
Primire Metadaten (Geschlecht, Ort und Stelle der Probenahme, Datum) waren bereits
vorhanden. Ebenso bereits vorhanden war ein Ethikkommissionsvotum (ID 19-322 ex

07/08).

2.3 DNA-Extraktion

Die DNA-Extraktion erfolgte mittels dem FastDNA Spin Kit laut Protokoll. Das Protokoll
enthielt 17 Schritte und fiir die Durchfiihrung wurde eine Zeitspanne von drei bis vier

Stunden eingeplant.

Nach dem Auftauen der eingefrorenen Proben wurden sie richtig beschriftet und gevortext.
Anschlieend wurde im ersten Schritt des Protokolls je 200 ul der Proben in Lysing Matrix
E Rohrchen pipettiert und je 1000 ul CLS-TC Puffer hinzugefiigt. Dieser Puffer ist
notwendig, um die aus Lipiden und Proteinen bestehende Zellmembran aufbrechen zu
konnen. Danach wurden die Rohrchen 10 Minuten lang gevortext, um mechanisch das
Aufbrechen der Zellmembran zu unterstiitzen. Anschliefend wurden die Proben 10
Minuten lang mit 14.000g zentrifugiert, um die Zellbruchstiicke abzutrennen.
AnschlieBend wurde der Uberstand (700-800 pl) in 2 ml Réhrchen transferiert und die
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gleiche Menge an Binding Matrix hinzugefiigt, welche die DNA binden soll. Die bis dahin
bereits erfolgten Schritte wurden dann wiederholt, um die gesamte Menge an Probe zu
verwenden. In der zweiten Runde der Durchfiihrung wurde, auf Grund des begrenzten
Volumens von 2 ml, aber nur 800 pul des Puffers verwendet. Nach der Wiederholung wurde

dadurch mit der doppelten Menge an Rohrchen gearbeitet.

Im nichsten Schritt wurden die Proben 5 Minuten lang mit der Hand invertiert. Danach
wurden pro Rohrchen 800 ul Fliissigkeit in Spin Filters pipettiert und eine Minute lang
zentrifugiert. Hierbei gelangen die 16slichen und ungebundenen Zellbestandteile durch den
Filter und die DNA wird zuriickgehalten. Der Uberstand wurde entfernt und die andere
Halfte (800 pl) hinein pipettiert. Nach einer weiteren Zentrifugation fiir eine Minute wurde
der Uberstand erneut verworfen. AnschlieBend wurden je 500 ul SEWS-M Losung dazu
pipettiert und vorsichtig resuspendiert. Diese Losung besteht aus v.a. Ethanol und soll
dadurch die iibrigen Stoffe 16sen, um nur die gebundene DNA zu erhalten. Die Proben
wurden dann erneut fiir eine Minute zentrifugiert, der Uberstand verworfen und noch
einmal trocken fiir zwei Minuten zentrifugiert. Von der einen Hélfte der Proben wurden die
Filter in Recovery Rohrchen gesteckt. Zu diesen wurden je 100 pl PCR-grade-Wasser
hinzugefiigt und erneut vorsichtig resuspendiert. Das Wasser sollte die DNA von dem
Tragermaterial 16sen. Diese Rohrchen wurden anschlieBend fiir 5 Minuten bei 55 Grad
Celsius auf den Heizblock gestellt, um den Vorgang der Losung zu beschleunigen. Nach 5
Minuten wurden die Proben eine Minute lang zentrifugiert und die Filter entfernt. Im
weiteren Schritt wurden die Filter der anderen Halfte der Proben statt der vorherigen Filter
in die Recovery Rohrchen gegeben und der Uberstand in die Filter pipettiert. Die Rohrchen
wurden dann erneut 5 Minuten erwérmt und danach zentrifugiert. Der dabei erhaltene

Uberstand enthielt die extrahierte DNA und diese wurde bei -20 Grad Celsius aufbewahrt.

2.4 Polymerase Kettenreaktion

Im Anschluss an die DNA-Extraktion erfolgte die Amplifizierung des 16S rRNA Gens
mittels PCR. Hierbei wurde der Illu-515F als Vorwértsprimer und der I1lu-806R als

Riickwirtsprimer verwendet.

Illu-
515FB_2018 | fwd | TCGTCGGCAGCGTCAGATGTGTATAAGAGACAGGTGYCAGCMGCCGCGGTAA

Ilu-
806RB_2018 |rev | GTCTCGTGGGCTCGGAGATGTGTATAAGAGACAGGGACTACNVGGGTWTCTAAT

Tabelle 1: Gensequenz des Vorwirts-bzw. Riickwartsprimers
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Als Template Menge wurden entweder 0,5 pul; 2 ul oder 5 pul eingesetzt. In der Tabelle im
Anhang wird die Template Menge der jeweiligen Probe angefiihrt. Anschlieend wurden
die Proben mittels Thermocycler und dem ,,16S Caporaso 35cycles* Programm
amplifiziert. Das Programm lief wie folgt ab: 94°C fiir 3 Minuten; 35 Durchgiinge von
94°C fiir 45 Sekunden, 50°C fiir eine Minute und 72°C fiir 90 Sekunden; dann 72°C fiir 10
Minuten und abschlieend Wartestellung mit 4°C.

2.5 Gelelektrophorese

Zur Kontrolle wurde nach jeder PCR eine Gelelektrophorese durchgefiihrt. Zur
Durchfiihrung wurde ein 1,5% Agarosegel und ein 1x TAE Puffer verwendet. Als Standard
wurde der 2,5 pl Standard fast ruler in die Taschen am Rand aufgetragen. Je 3 ul der Probe
wurden mit loading dye 5x auf einem Parafilm gemischt und anschliefend in die

Gelkammern pipettiert.

Die Gelelektrophorese lief fiir 35 Minuten mit 70V und 400 mA. Zur Auswertung der
Banden wurde der Universal Hood II Gel Imager von BioRad verwendet. Das Gel wurde

damit fotografiert und anschlieend das Ergebnis dokumentiert.

2.6 Sequenzierung

Die Proben, bei denen sich in der Gelelektrophorese Banden zeigten, wurden in
Sequenzierungsplatten pipettiert und mittels Next Generation Sequencing (NGS) am
Zentrum fiir Medizinische Forschung (ZMF) sequenziert. In einem ersten Schritt wurden
die DNA-Konzentrationen der generierten Amplikons mit einer SequalPrepTM-
Normalisierungsplatte (Invitrogen) normalisiert und anschlieBend wurde jede Probe mit
einer einzigartigen Barcode-Sequenz durch 8 Zyklen Indexierungs-PCR indiziert. Diese
indizierten Proben wurden gepoolt und durch Gelschnitte gereinigt, bevor die Bibliothek
auf einem I[llumina MiSeq®-Gerit und dem MiSeq® Reagent Kit v3 mit 602 Zyklen (2 x
301 Zyklen) sequenziert wurde.
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2.7 Auswertung

Raw Reads wurden mittels einer vorhandenen Pipeline von Christine Moissl-Eichinger

prozessiert. Die Pipeline basierte auf Qiime2 Version 2021.11. (25)

Nach dem Import der demultiplexierten FASTQ-Dateien in die QIIME2-Umgebung mit
Hilfe einer Manifestdatei wurden die Merkmale der Amplikon-Sequenzvarianten (ASVs)
mit DADA2 (26) definiert und nicht verbindbare Reads sowie chimire Sequenzen entfernt.

Die Reads wurden dabei bei Position 220 (forward) und 120 (reverse) trunkiert.

Die resultierenden repréisentativen Sequenzen wurden mit einem vortrainierten Naive-
Bayes-Klassifikator klassifiziert, der auf der kuratierten und getrimmten SILVA138-
Datenbank (Referenz Silva Datenbank) trainiert wurde. Die Erkennung und Entfernung
potenzieller Verunreinigungen durch Kit-Reagenzien, Probenhandhabung oder PCR-
Negativkontrollen erfolgte mit decontam (27), wobei die Pravalenzmethode auf einen

Schwellenwert von 0,5 eingestellt wurde.

Die entsprechenden Datensétze wurden exportiert, um weitere Analysen und

Visualisierungen des Datensatzes zu ermoglichen.

Biom Tabelle, Taxonomie Information, sowie Metadaten wurden anschlieBend verwendet,
um eine Mikrobiomanalyse mittels MicrobiomeExplorer Version 2022(28)und R
durchzufiihren. Um die Abnahme der Alpha-Diversitédten tiber die Zeit auf ihre Signifikanz
zu Uberpriifen, wurde auf Grund der nicht-normalverteilten Werte ein Mann-Whitney-U-
Test mittels Social Science Statistics durchgefiihrt. Das Signifikanzniveau wurde mit 0,05

angegeben.

Mittels Sourcetracking erfolgte die Analyse der Herkunft der bakteriellen Taxa in einer
untersuchten Probe. SourceTracker arbeitet mit einem Bayes’schen Ansatz zur
Identifizierung von Verunreinigungsquellen und Anteilen dieser Verunreinigungen in
metagenomischen Studien. Es wird hierbei eine Probe als ,,source* definiert und der Anteil
dieser an einer anderen Probe (,,sink*) abgeschétzt. (29) Die Rarefaction Tiefe wurde mit

500 angegeben, ansonsten wiren zu viele der Proben aus der Analyse entfernt worden.

34



3 Ergebnisse

3.1 Mikroorganismen, die in der Patient*innenumgebung und in den
menschlichen Proben zu finden sind

Insgesamt wurden, wie in Abbildung 6 veranschaulicht, 317 Proben inklusive 22
Kontrollen analysiert und sequenziert. Zur Auswertung wurden nur Proben verwendet,
welche nicht mit propidium-monoazid (PMA) vorbehandelt wurden. PMA kann verwendet
werden, um die Signaturen von frei-liegender DNA zu maskieren. Die urspriingliche
Probenahme inkludierte PMA- und nicht-PMA-Proben. In dieser Arbeit wurden nur nicht-
PMA-Proben analysiert. In der anschlieBenden Auswertung mit dem Microbiome Explorer
und R wurden die Kontrollen herausgefiltert. Die minimale Anzahl an Reads liegt dann
bei 36 (ICU-217) und die Maximale bei 16.491 (ICU-154). Bei den Features liegt die
kleinste Anzahl bei 3 (ICU-227) und die grofite Anzahl bei 314 (ICU-296). Die
Abbildungen 4, 5 und 7 zeigen die Verteilungen der Features und Reads graphisch.
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Abbildung 4: Verteilung der mikrobiellen Merkmale (Features) aller Proben
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Read distribution
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Abbildung 5: Verteilung der Reads aller Proben
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Abbildung 6: Ubersicht iiber die Schritte der Datenauswertung
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Abbildung 7: Verteilung der Features und Reads aller Proben

Abbildung 8 zeigt die relative Zusammensetzung der 10 am héufigsten vorkommenden
Gattungen abhégig davon, ob es sich um humane Proben oder Umweltproben handelt,
sowie aufgeschliisselt nach Lokalisation. Es zeigt sich, dass diese 10 Gattungen bei den
iiberwiegenden Lokalisationen mehr als die Halfte der {iberhaupt vorkommenden
Gattungen beinhalten.

Auf der Haut (skin_axilla, skin thigh) lassen sich vorwiegend Haut-assoziierte Bakterien
(Corynebacterium) nachweisen. Im Speichel (mouth_secretion) sind zu iiber 50%
Pseudomonas-Bakterien nachweisbar. Bei Pseudomonas aeruginosa handelt es sich um ein
Gram-negatives Bakterium, welches besonders bei Menschen mit abgeschwachtem
Immunsystem zu einer der wichtigsten Krankheitserregern zéhlt. Es steht hdufig im
Zusammenhang mit nosokomialen Krankheiten und kann jede Stelle des Korpers
infizieren. (30) Pseudomonaden-Infektionen sind gerade deswegen so gefahrlich, weil die
Erreger oft gegen die meisten vorhandenen Antibiotika resistent sind. (31)

Im Stuhl (stool) und im Magenaspirat (gastric_secretion) kommen zu ca. 40%
Enterococcus-Bakterien vor. Enterokokken sind Gram-positive anaerobe Bakterien,

welche beim Menschen in der normalen Darmflora zu finden sind. Einige Vertreter
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(vorallem E. faecalis Stimme) konnen jedoch, bei abgeschwichtem Immunsystem teils
schwerwiegende Infektionen hervorrufen. Enterokokken zihlen zu den Hauptverursachern
von Infektionen im Gesundheitswesen, da sie sehr widerstandsfdhige Bakterien sind und
auch unter schwierigen Bedingungen iiberleben kdnnen. (32)

Staphylokokken sind Gram-positive Bakterien, welche auf der Haut und Schleimhaut von
Menschen zu finden sind. Sie zdhlen generell zur gutartigen Besiedelung der Haut. Viele
Arten dieser Gattung kénnen jedoch auch als opportunistische Krankheitserreger wirken.
Hierbei ist besonders S. aureus und S. epidermidis zu erwahnen, welche als
Hauptverursacher von nosokomoialen Krankheiten bekannt sind. (33)

Ralstonia ist eine Bakteriengattung, welche immer haufiger im Zusammenhang mit
Infektionen nachgewiesen wird. Diese Gattung kommt in vielen
Wasserversorgungssystemen vor, unter anderem auch der Wasserversorgung im
Krankenhaus. Ralstonia Bakterien konnen nachweislich Infektionen wie z.B. Meningitis

oder Osteomyelitis ausldsen. (34)
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Abbildung 8: Die Top 10 der hiufigsten Gattungen je nach Kategorien
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Abbildung 9 zeigt die absolute Read-Anzahl (Log transformiert) der Bakteriengattung
Pseudomonas. Die hochste Anzahl an Reads weist die Mundsekret-Probe vom 8.Tag des
ICU-Aufenthalts (ICU-80, 9262 reads) und die Probe des Hautabstrichs der Achsel vom
9.Tag (ICU-124, 7896 reads) des Patienten 14 auf. Abbildung 10 zeigt die Verteilung der
10 haufigsten Gattungsarten je nach Patient*in und Lokalisation. Es ist ersichtlich, dass
besonders bei Patient 14 die Bakteriengattung Pseudomonas im Speichel aber auch auf der

Haut stark vertreten ist.

Abundance of Pseudomonas
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Log Reads
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Abbildung 9: Das Vorkommen der Gattung Pseudomonas je nach Patient*in.
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Top 10 feature percentage at Genus level split by patient
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Abbildung 10: Die Top 10 der hdufigsten Gattungen je nach Patient*in und Kategorie
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3.2 Das Vorkommen von pathogenen Mikroorganismen

Um feststellen zu konnen, welche pathogenen Mikroorganismen vorkommen, wurde die

entsprechende feature table bzgl. Risikogruppe 2 Mikroorganismen der biologischen

Arbeitsstoffe der Arbeitsinspektion gefiltert. (35) Abbildung 11 zeigt die absolute Anzahl

der Reads der 10 am héufigsten vorkommenden pathologischen Gattungen je nach

Patient*in, sowie den Vergleich zwischen Umwelt und Patient*in.
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Abbildung 11: Die Top 10 der hdufigsten pathogenen Gattungen je nach Kategorie und Patient*in

42



3.3 Die mikrobielle Ubertragung zwischen den Patient*innen und der
Patient*innenumgebung

In dieser Arbeit wird ein besonderes Augenmerk daraufgelegt, die Interaktionen der
Mikrobiota zwischen den Patient*innen und der Umgebung dieser zu analysieren. Um die
mikrobiellen Dynamiken erkennen zu kénnen, wurden die Proben mittels Sourcetracking
untersucht. Abbildung 12 zeigt die mikrobielle Ubertragung von den Patient*innen auf ihre
Umgebung. Ungeféhr die Hélfte der in der Umwelt der Patient*innen (cushion, sink,
windowsill, bedside table, keyboard) nachgewiesenen Bakterien stammt von einer
unbekannten Quelle. Die Bakterien des Trachealsekrets iibertragen sich auf die gesamte
untersuchte Umgebung. Die groBte Menge an Bakterien, welche aus des Trachealsekret
stammen, wird mit einem Vorkommen von iiber 20% auf der Tastatur nachweisen. Auch
die Bakterien der Haut des Schenkels (skin_thigh) lassen sich zu einem geringen
Prozentsatz in der gesamten Umgebung des Patienten nachweisen. Auffallend ist zudem,
dass es zu einer Ubertragung von Hautbakterien der Achsel (skin_axilla) und dem Kissen

(cushion) kommt.
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Abbildung 12: Veranschaulichung der mikrobiellen Ubertragungen zwischen Mensch und Umwelt
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from Environment to human sites
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Abbildung 13: Veranschaulichung der mikrobiellen Ubertragungen zwischen Umwelt und Mensch

In Abbildung 13 wird umgekehrt die Ubertragung der Umgebungsbakterien auf den/die
Patient*in aufgezeigt. Hierbei zeigt sich eine deutliche Anhéufung der Hautbakterien
(skin_thigh, skin_axilla) am Kissen. Zusitzlich kann eine Ubertragung zwischen der Haut
des Schenkels (skin_thigh) und dem Magenaspirat (gastric_secretion) mit dem
Waschbecken (sink) nachgewiesen werden.

Zusammenfassend lisst sich besonders die Ubertragung von Mikroorgansimen aus dem
Trachealsekret (tracheal secretion) stammend auf die gesamte Umgebung der Patient*in
hervorheben, sowie die Ubertragung von Bakterien der Haut auf die direkte Umgebung der

Patient*in.
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3.4 Die Alpha-Diversitaten des menschlichen Mikrobioms und des
Umweltmikrobioms
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Abbildung 14: Shannon-Diversitdt (links) und Richness (rechts) je nach Lokalisation

Abbildung 14 zeigt die Shannon-Diversitit, sowie die Richness der unterschiedlichen
Lokalisationen. Graphisch ist zu erkennen, dass der Median der Shannon-Diversititen der
Umgebungsproben (keyboard, bedside table, sink, windowsill) hoher liegt als bei den
menschlichen Proben. Die niedrigste Diversitét zeigt sich rein graphisch bei den
Magenaspirat-Proben (gastric_secretion) und den Abstrichen der Haut in der Achselhohle
(skin_axilla).

Die hochste Shannon-Diversitit weist die Probe ,,ICU-296 auf. Bei dieser Probe handelt
es sich um einen Abstrich der Haut des Oberschenkels (skin_thigh).

Weiters soll untersucht werden, ob es im Verlauf des Aufenthalts an der Intensivstation zu
einer Abnahme der Diversitdt der menschlichen Proben kommt. Abbildung 15 zeigt die
Shannon-Diversitit der einzelnen Patient*innen im Verlauf der Wochen des Aufenthalts
aufgeteilt auf Umwelt und menschliche Proben.

Es zeigt sich graphisch bei Patient 12 und 14 eine deutliche Abnahme der Diversitét der
menschlichen Proben. Bei den anderen Patient*innen lésst sich rein graphisch keine
eindeutige Tendenz ableiten.

Bei Patient 12 sind zu wenige Werte vorhanden, um die graphisch erkennbare Abnahme

zwischen der ersten und zweiten Woche des Aufenthalts statistisch auswerten zu konnen.
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Um zu priifen, ob die Abnahme der Diversitdt bei Patient 14 signifikant ist (p<0,05) wurde,
aufgrund von nicht normal verteilten Werten, ein Mann-Whitney-U-Test durchgefiihrt. Der
U-Wert ist hierbei 139 und der p-Wert 0,5157. Dies zeigt, dass die Abnahme nicht

signifikant ist.
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Shannon diversity index at Genus level split by categories and patient
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Abbildung 15: Die Shannon-Diversitit im Verlauf der Wochen je nach Patient*in und Kategorie
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3.5 Mikroorganismen, die in der Patient*innenumgebung linger
iiberdauern

Um die Verteilung bestimmter Mikroorganismen in der Patient*innenumgebung {iber die
Dauer des Aufenthalts genauer zu untersuchen, wurden Gattungen, welche laut Literatur in
den Rdumlichkeiten von Krankenh&dusern vorherrschend sind, mittels Microbiome
Explorer longitudinal untersucht.

Zu den untersuchten Gattungen gehdren: Corynebacterium, Staphylococcus und
Acinetobacter.

Abbildung 16 zeigt auf der linken Seite die 15 hiufigsten Gattungen in der jeweiligen
Patient*innenumgebung vorkommend im Laufe des Aufenthalts. AnschlieBend wurde
jeweils eine Gattung ausgewéhlt, dessen Entwicklung {iber die Zeit auf der rechten Seite
dargestellt wird. Von oben nach unten wird bei Patient 12 die Gattung Corynebacterium,
bei Patient 14 Staphylococcus, bei Patient 15 ebenfalls Corynebacterium, bei Patient 18
Staphylococcus und bei Patientin 19 Acinetobacter abgebildet.

Bei der Gattung Acinetobacter handelt es sich um eine komplexe Gruppe von Bakterien.
Einige von ihnen konnen eine Reihe von opportunistischen, oft Katheter-bedingten
Infektionen ausldsen. Acinetobacter baumannii zahlt zu den wichtigen nosokomialen
Krankheitserregern, welche gehduft mit epidemischen Infektionsausbriichen verbunden
sind und auBlerhalb der Klinik nur selten zu finden sind. (36) Eine in den Niederlanden in
einem Gemeinschaftskrankenhaus durchgefiihrte Studie fand z.B. heraus, dass sich in den
dort verwendeten Federkissen eine hohe Anzahl an Acinefobacter-Bakterien befanden.
AnschlieBend wurden die Kissen gegen Synthetische getauscht und das Waschverfahren
gedndert. Diese Mallnahmen flihrten dazu, dass weniger Acinetobacter-Stimme isoliert
werden konnten. (37) Bei den hier untersuchten fiinf Intensivpatient*innen kommt
Acinetobacter in der Umgebung jeweils nur zu einem sehr geringen Prozentsatz und nicht
konstant vor.

Es zeigt sich, dass in der Umgebung von Patient 18 Staphylococcus konstant liber den

gesamten Zeitraum des Aufenthalts vorhanden war.
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Top 15 feature percentage at Genus level split by patient
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Abbildung 16: Die Top 15 hiufigsten Gattungen je nach Patient*in und im Verlauf des Aufenthalts (links)
und jeweils eine Gattung der Patientin/des Patienten im Detail (rechts)
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3.6 Die Beta-Diversitit
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Abbildung 17: Die Bray-Diversitit der menschlichen Proben

Die Beta-Diversitdt gibt an, wie variabel die Zusammensetzung der Taxa zwischen
mehreren Proben in einem Gebiet ist. (29) In Abbildung 17 (menschliche Proben) und 18
(Umweltproben) wird die Beta-Diversitit auf Grundlage der Bray-Diversitét graphisch

dargestellt.

Abbildung 17 zeigt, dass die Gattungen, die auf der Haut der Achsel (skin_axilla) und des

Schenkels (skin_thigh) zu finden sind stark tiberlappen. Zuséatzlich kommt es zwischen den

Magenaspirat-Proben (gastric_secretion), den Stuhlproben (stool) und der Trachealsekret-

Proben (tracheal secretion) zu starken Uberschneidungen.
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Abbildung 18: Die Bray-Diversitit der Umweltproben

In Abbildung 18 ist ersichtlich, dass sich alle Ellipsen der Umwelt-Lokalisationen stark
iberlappen. Das bedeutet, dass die Umweltproben auf Gattungsebene keine grol3e

Variabilitit aufweisen.
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3.7 Klinische Daten der Patient*innen

Zu drei der untersuchten Patient*innen konnten neben den mikrobiologischen Proben auch
klinische Daten retrospektiv zur Analyse herangezogen werden. Zwei von drei der
Patient*innen starben wihrend des Aufenthalts. Bei allen Intensivpatient*innen kamen
Antibiotika und Protonenpumpen-Inhibitoren zum Einsatz. In den Tabellen im Anhang
werden die klinischen Daten der Patient*innen zusammengefasst.

Patient 14, ein 1946-geborener Mann, wies einige Risikofaktoren auf, die zu einer
Abnahme der Diversitit des menschlichen Mikrobioms fithren konnen. Bei Patient 14
kamen wihrend des gesamten Aufenthalts an der Intensivstation diverse Antibiotika und
Protonenpumpen-Inhibitoren zum Einsatz. Der Patient erhielt bereits Ceftriaxon und
Flucloxacillin als antibiotische Vortherapie vor dem Aufenthalt an der ICU am LKH Graz.
Am Tag der Aufnahme wurde zusétzlich mit Tigecyclin gestartet. Dieses Antibiotikum
wurde bis zum 14. Tag des Aufenthalts verabreicht. Vom 14. bis zum 19. Tag kam
abschlielend Piperacillin/Tazobactam zum Einsatz. Zusétzlich wurde der Patient invasiv
beatmet. Diese Intervention beeinflusst ebenfalls das menschliche Mikrobiom.

Bei Patient 18 handelt es sich um einen 1962-geborenen ménnlichen Patienten, welcher
bereits zwei Tage lang auf einer anderen Intensivstation vorbehandelt wurde. Er wurde mit
einer Hantavirus-Infektion aufgenommen. Bevor er auf die Intensivstation des LKH Graz
iibernommen wurde, bekam er bereits eine antibiotische Vorbehandlung mit
Piperacillin/Tazobactam. Dieses wurde am 10. Tag des Aufenthalts wieder abgesetzt. Am
11. Tag wurde mit Meropenem gestartet, welches bis zum 54. Tag verabreicht wurde. Vom
19. Tag bis zum 36. Tag wurde zusétzlich Daptomycin verabreicht. Am 20. Tag wurde
Tigecyclin eingeleitet. Dieses wurde bis zum 31. Tag angewendet. Aulerdem wurde
Gentamicin vom 38. bis zum 41. Tag, sowie Colistin vom 42. bis zum 53. Tag verordnet.
Erythromycin wurde ebenfalls in der Therapie eingesetzt, jedoch ist hierbei der genaue
Verabreichungszeitraum unbekannt. Neben zahlreichen Antibiotika wurden bei diesem
Patienten auch zwei verschiedene Antimykotika (Voriconazol, Anidulafungin) zur
Anwendung gebracht. Patient 18 wurde ebenfalls invasiv beatmet. Wéhrend seines
Aufenthalts erkrankte der Patient an einer HAI in Form einer nosokomialen Pneumonie.
Der Patient starb wihrend des Aufenthalts auf Grund eines Multiorganversagens.

Bei Patientin 19 handelt es sich um eine 1935-geborene Frau. Bei dieser Patientin kam
wihrend des Aufenthalts nur ein Antibiotikum zum Einsatz (Amoxicillin/Clavulanséure),

welches am 2. Tag gestartet und bis zum 11. Tag verabreicht wurde. Diese Patientin wurde
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ebenfalls invasiv beatmet. Die Patientin verstarb auf der Intensivstation auf Grund eines

Herzstillstandes.
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4 Diskussion

Das menschliche Mikrobiom ist ein sehr umfassendes und innovatives Forschungsfeld. Die
Zunahme an durchgefiihrten Studien in diesem Bereich, sorgt fiir ein immer groBer
werdendes Verstindnis des Mikrobioms des Menschen in Bezug auf Gesundheit und
Krankheit. (38)

Das Ziel dieser Arbeit war es, die Mikrobiomdynamik von fiinf ausgewéhlten
Intensivpatient*innen darzustellen. Als erstes wurde untersucht welche Mikroorganismen
generell in den vorhandenen Proben vorkommen. Hierbei konnten einige fiir bestimmte
Bereiche des Korpers typische Bakterien nachgewiesen werden. Wie in der Literatur
beschrieben, zeigten sich auch bei den fiinf Patient*innen Zustdnde eines Pathobioms bzw.
einer Dysbiose. (4) Es iiberwiegten pathogene Stimme wie Corynebacterium,
Spahylococcus, Enterococcus und Pseudomonas. Interessanterweise zeigte sich vor allem
bei Patient 14 eine Haufung an Pseudomonas.

Es wurde die Hypothese aufgestellt, dass es zu mikrobiellen Ubertragungen zwischen den
Patient*innen und der Umgebung kommt. Man kam hierbei zu den Ergebnissen, die
bestitigen, dass es tatsdchlich zu mikrobiellen ,,Shifts* zwischen den Patient*innen und
deren Umfeld kommt. Spezifischer konnte nachgewiesen werden, dass v.a.
Mikroorganismen des Trachealsekrets in die gesamte Umgebung {ibertragen wurden.
AuBerdem wurden Ubertragungen zwischen der mit dem Patienten/der Patientin in
direktem Kontakt stehender Umwelt (vor allem Kissen) und der Haut des Patienten/der
Patientin festgestellt.

Des Weiteren wurde bei den bereits durchgefiihrten Studien ein Riickgang der
mikrobiellen Diversitit des Mikrobioms im Verlauf des Aufenthalts im Krankenhaus
beschrieben. (4) Diese Hypothese konnte mit den vorhandenen Daten nicht bestétigt
werden. Es zeigte sich zwar bei zwei der fiinf Patient*innen graphisch eine Abnahme der
Diversitit, diese war aber nicht statistisch signifikant. Dies ist vermutlich darauf
zurlickzufiihren, dass insgesamt zu wenige Proben vorhanden waren.

Zusitzlich fand man heraus, dass gewisse opportunistisch pathogene Mikroorganismen
iiber einen ldngeren Zeitraum des Aufenthalts in der Umgebung der Patient*innen
bestanden. Zum Beispiel zeigte sich bei Patient 18 {iber den gesamten Aufenthalt ein
erhohtes Vorkommen von Staphylococcus-Bakterien.

Neben der Diversitét innerhalb einer Probe wurde auch die Diversitit zwischen den Proben

anhand der Bray-Diversitit untersucht. Hierbei zeigten sich bei den menschlichen Proben
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die typischen Gruppierungen je nach Lokalisation. Bei den Umweltproben konnten jedoch
keine Cluster nachgewiesen werden.

Abschlieend wurden die zu den Patient*innen vorhandenen klinischen Daten bearbeitet.
Es konnten nur zu drei der fiinf Patient*innen Daten ausgewertet werden. Die Daten
zeigten, dass bei allen Patient*innen MaBBnahmen eingesetzt wurden, die das Mikrobiom
negativ verdndern konnen. Um genauere Zusammenhénge zwischen den klinischen und
den mikrobiologischen Daten herstellen zu kdnnen, miissten weitere Untersuchungen
durchgefiihrt werden.

Viele andere Studien untersuchten ebenfalls den Zusammenhang zwischen dem
Mikrobiom der Umwelt und den Einfluss auf die mikrobielle Besiedelung des Menschen
und umgekehrt. In einer dhnlichen Studie z.B. wurde untersucht wie das Darmmikrobiom
eines Intensivpatienten/einer Intensivpatientin das Oberflachenmikrobiom in der
Umgebung beeinflussen kann. In dieser Studie wurde jedoch besonderes Augenmerk auf
Vancomycin-resitente Enterokokken (VRE) gelegt und nur Rektalabstriche verwendet. Es
konnte herausgefunden werden, dass eine Besiedelung mit VRE mit der
Oberflichenkontamination assoziiert ist. (39) In einer weiteren Studie wurde der
Zusammenhang zwischen dem Schweregrad von Asthma bronchiale und dem Mikrobiom
in schulischen Innenrdumen beleuchtet. Man kam zu den Ergebnissen, dass es zu einem
komplexen Zusammenspiel zwischen Mikroben, den Umwelteigenschaften und den
Symptomen des Asthmas kommt. (40)

Die durchgefiihrte Studie weist einige Limitationen auf. Dazu gehort einerseits die bei der
Beprobung und der Verarbeitung der Proben aufgetretene Kontamination. Trotz
sorgféltiger Arbeit kann eine Verunreinigung der Proben nie vollstandig ausgeschlossen
werden. Es erfolgte jedoch eine Verbesserung der Qualitdt der Sequenzierung mittels
decontam.(27) Aufgrund des zeitlichen Umfanges dieser Studie konnten nur fiinf
Patient*innen untersucht werden. Um allgemeinere Aussagen machen zu kénnen, miissten
noch weitere Patient*innen untersucht werden. In vielen Mikrobiom-Studien, wie auch in
dieser, erfolgte die Amplifizierung des 16S rRNA Gens mittels PCR. Auch dieses
Verfahren weist einige Begrenzungen auf. Zu diesen zdhlen z.B., die kurzen Leselidngen,
potenzielle Sequenzierungsfehler, Unterschiede je nach ausgewéhlter Region und
Ungenauigkeiten bei eng verwandten Arten. (41) Eine weitere Schwierigkeit dieser Studie
war es, die mikrobiologischen Ergebnisse mit den klinischen Daten der Patient*innen zu
verkniipfen. Die vorhandene klinische Datenmenge war hierbei zu gering, um tatséchliche

Aussagen liber den Zusammenhang machen zu konnen.
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Die Ergebnisse der Studie geben Einsicht in die Mikrobiomdynamiken auf der ICU im
LKH Graz. Die verwendete Methode gilt als eine schnelle und effektive Mdglichkeit diese
Dynamiken darzustellen. Diese Arbeit gilt als Anfang und die Auswertung von den
restlichen beprobten Patient*innen konnte weitere interessante Ergebnisse bringen. Die
Ergebnisse der mikrobiellen Ubertragungen sind besonders interessant in Bezug auf
Infektionsschutz. AuBBerdem zeigen die bei den Patient*innen nachgewiesenen
pathobiotischen Zustinde, wie wichtig weitere Forschungen in der Entwicklung von
therapeutischen Optionen zum Aufbau eines gesundheitsfordernden Mikrobioms sind. In
Zukunft konnte es interessant sein, weitere Studien im Bereich der ICU durchzufiihren,
welche den Einsatz von Prebiotika, Probiotika, Synbiotika und FMT testen.

Forschungsarbeiten wie hier beschrieben, konnten dafiir als Basis herangezogen werden.
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6 Anhang

KLINISCHE DATEN DES PATIENTEN 14

ANTIBIOTIKA

ANZAHL DER ANTIBIOTIKA
PENICILLIN & CEPHALOSPORIN
AMINOGLYKOSIDE
TETRAZYKLINE
MAKROLIDE

CARBAPENEM
FLUORCHINOLONE

ANDERE ANTIBIOTIKA
ANTIMYKOTIKA

STEROIDE

INHALATIVE STEROIDE
INVASIVE BEATMUNG
NICHT-INVASIVE BEATMUNG
ANALGOSEDIERUNG
CATECHOLAMINE

PPI

SONDENNAHRUNG

DIALYSE

COOLING

NOSOKOMIALE INFEKTION
NOSOKOMIALE PNEUMONIE
INFEKTION BEI AUFNAHME
GI-VERSAGEN

MODS

DIARRHOE

FIEBER

OUTCOME
HAUPTDIAGNOSE

KOMMENTAR

ja

2-3 verschiedene Antibiotika
pre

nein

nein

nein

nein

nein

ja

nein

Keine Angabe moglich
Keine Angabe moglich
ja

nein

ja

ja

ja

ja

pre

nein

ja

nein

nein

nein

nein

nein

ja

lebend

Herzstillstand auf Grund von
Kammerflimmern

Sepsis mit multi-resistentem Keim
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KLINISCHE DATEN DES PATIENTEN 18

ANTIBIOTIKA

ANZAHL DER ANTIBIOTIKA
PENICILLIN & CEPHALOSPORIN
AMINOGLYKOSIDE
TETRAZYKLINE
MAKROLIDE

CARBAPENEM
FLUORCHINOLONE

ANDERE ANTIBIOTIKA
ANTIMYKOTIKA

STEROIDE

INHALATIVE STEROIDE
INVASIVE BEATMUNG
NICHT-INVASIVE BEATMUNG
ANALGOSEDIERUNG
CATECHOLAMINE

PPI

SONDENNAHRUNG

DIALYSE

COOLING

NOSOKOMIALE INFEKTION
NOSOKOMIALE PNEUMONIE
INFEKTION BEI AUFNAHME
GI-VERSAGEN

MODS

DIARRHOE

FIEBER

OUTCOME
HAUPTDIAGNOSE
KOMMENTAR

ja

2-3 Antibiotika
nein
nein

ja

nein

ja

nein

ja

ja

ja

nein

ja

nein

ja

ja

ja

ja

ja

nein

ja

ja

ja

ja

ja

ja

ja

tot
Hantavirus-Erkrankung
MODS
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KLINISCHE DATEN DER PATIENTIN 19

ANTIBIOTIKA

ANZAHL DER ANTIBIOTIKA
PENICILLIN & CEPHALOSPORIN
AMINOGLYKOSIDE
TETRAZYKLINE
MAKROLIDE

CARBAPENEM
FLUORCHINOLONE

ANDERE ANTIBIOTIKA
ANTIMYKOTIKA

STEROIDE

INHALATIVE STEROIDE
INVASIVE BEATMUNG
NICHT-INVASIVE BEATMUNG
ANALGOSEDIERUNG
CATECHOLAMINE

PPI

SONDENNAHRUNG

DIALYSE

COOLING

NOSOKOMIALE INFEKTION
NOSOKOMIALE PNEUMONIE
INFEKTION BEI AUFNAHME
GI-VERSAGEN

MODS

DIARRHOE

FIEBER

OUTCOME
HAUPTDIAGNOSE

KOMMENTAR

ja

ja
nein
nein
nein
nein
nein
nein
nein
ja
nein
ja
nein
ja
ja
ja
ja
nein
ja
nein
nein
nein
nein
nein
ja
ja
tot
Herzstillstand auf Grund von

Kammerflimmern
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feature patient type run time of swab location categories dayatICU | week

id atICU
ICU-1 12 | ICU_sample 03.09.2015 | cushion environmental d_05 1
ICU-2 12 | ICU_sample 03.09.2015 | skin_thigh human d_05 1
ICU-3 12 | ICU_sample 03.09.2015 | bedside_table environmental d_05 1
ICU-4 12 | ICU_sample 03.09.2015 | keyboard environmental d_05 1
ICU-5 12 | ICU_sample 03.09.2015 | sink environmental d_05 1
ICU-6 12 | ICU_sample 03.09.2015 | windowsill environmental d_05 1
ICU-7 12 | ICU_sample 04.09.2015 | skin_thigh human d_06 1
ICU-8 12 | ICU_sample 04.09.2015 | skin_axilla human d_06 1
ICU-9 12 | ICU_sample 04.09.2015 | mouth_secretion human d_06 1
ICU-10 0 | ICU_control 21.04.2021 | control control d_00 0
ICU-11 12 | ICU_sample 04.09.2015 | cushion environmental d_06 1
ICU-12 12 | ICU_sample 04.09.2015 | sink environmental d_06 1
ICU-13 12 | ICU_sample 03.09.2015 | mouth_secretion human d_05 1
ICU-14 12 | ICU_sample 04.09.2015 | skin_axilla human d_06 1
ICU-15 12 | ICU_sample 04.09.2015 | stool human d_06 1
ICU-16 14 | ICU_sample 08.09.2015 | sink environmental d_05 1
ICU-17 14 | ICU_sample 08.09.2015 | keyboard environmental d_05 1
ICU-18 14 | ICU_sample 08.09.2015 | bedside_table environmental d_05 1
ICU-19 14 | ICU_sample 12.09.2015 | windowsill environmental d_09 2
ICU-20 14 | ICU_sample 12.09.2015 | bedside_table environmental d_10 2
ICU-21 0 | ICU_control 22.04.2021 | control control d_00 0
ICU-22 12 | ICU_sample 04.09.2015 | windowsill environmental d_06 1
ICU-23 12 | ICU_sample 04.09.2015 | stool human d_06 1
ICU-24 14 | ICU_sample 08.09.2015 | gastric_secretion human d_05 1
ICU-25 14 | ICU_sample 07.09.2015 | bedside_table environmental d_o04 1
ICU-26 14 | ICU_sample 07.09.2015 | keyboard environmental d_04 1
ICU-27 14 | ICU_sample 07.09.2015 | sink environmental d_o04 1
ICU-28 14 | ICU_sample 08.09.2015 | tracheal_secretion | human d_05 1
ICU-29 14 | ICU_sample 08.09.2015 | skin_axilla human d_05 1
ICU-30 14 | ICU_sample 08.09.2015 | skin_thigh human d_05 1
ICU-31 14 | ICU_sample 08.09.2015 | cushion environmental d_05 1
ICU-32 14 | ICU_sample 08.09.2015 | windowsill environmental d_05 1
ICU-33 14 | ICU_sample 07.09.2015 | stool human d_o04 1
ICU-34 14 | ICU_sample 07.09.2015 | gastric_secretion human d_04 1
ICU-35 14 | ICU_sample 07.09.2015 | tracheal_secretion | human d_04 1
ICU-36 0 | ICU_control 23.04.2021 | control control d_00 0
ICU-37 12 | ICU_sample 02.09.2015 | mouth_secretion human d_04 1
ICU-38 12 | ICU_sample 02.09.2015 | sink environmental d_04 1
ICU-39 12 | ICU_sample 02.09.2015 | skin_axilla human d_o04 1
ICU-40 12 | ICU_sample 02.09.2015 | keyboard environmental d_04 1
ICU-41 12 | ICU_sample 02.09.2015 | bedside_table environmental d_o04 1
ICU-42 12 | ICU_sample 02.09.2015 | windowsill environmental d_04 1
ICU-43 12 | ICU_sample 02.09.2015 | skin_thigh human d_04 1
ICU-44 12 | ICU_sample 02.09.2015 | cushion environmental d_04 1
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ICU-45 12 | ICU_sample 01.09.2015 | mouth_secretion human d_03 1
ICU-46 12 | ICU_sample 01.09.2015 | skin_axilla human d_03 1
ICU-47 12 | ICU_sample 01.09.2015 | skin_thigh human d_03 1
ICU-48 0 | ICU_control 29.04.2021 | control control d_00 0
ICU-49 14 | ICU_sample 07.09.2015 | cushion environmental d_04 1
ICU-50 14 | ICU_sample 07.09.2015 | skin_thigh human d_04 1
ICU-51 14 | ICU_sample 07.09.2015 | windowsill environmental d_04 1
ICU-52 14 | ICU_sample 07.09.2015 | skin_axilla human d_o04 1
ICU-53 12 | ICU_sample 06.09.2015 | cushion environmental d_08 2
ICU-54 12 | ICU_sample 06.09.2015 | skin_thigh human d_08 2
ICU-55 12 | ICU_sample 06.09.2015 | skin_axilla human d_o8 2
ICU-56 12 | ICU_sample 06.09.2015 | mouth_secretion human d_08 2
ICU-57 12 | ICU_sample 05.09.2015 | keyboard environmental d_07 1
ICU-58 12 | ICU_sample 06.09.2015 | bedside_table environmental d_08 2
ICU-59 12 | ICU_sample 05.09.2015 | bedside_table environmental d_07 1
ICU-60 12 | ICU_sample 06.09.2015 | windowsill environmental d_08 2
ICU-61 12 | ICU_sample 06.09.2015 | sink environmental d_08 2
ICU-62 12 | ICU_sample 06.09.2015 | keyboard environmental d_08 2
ICU-63 0 | ICU_control 04.05.2021 | control control d_00 0
ICU-64 12 | ICU_sample 01.09.2015 | cushion environmental d_o04 1
ICU-65 12 | ICU_sample 01.09.2015 | windowsill environmental d_04 1
ICU-66 12 | ICU_sample 01.09.2015 | sink environmental d_04 1
ICU-67 12 | ICU_sample 01.09.2015 | keyboard environmental d_04 1
ICU-68 12 | ICU_sample 01.09.2015 | bedside_table environmental d_o04 1
ICU-69 12 | ICU_sample 05.09.2015 | stool human d_07 1
ICU-70 12 | ICU_sample 05.09.2015 | mouth_secretion human d_07 1
ICU-71 12 | ICU_sample 05.09.2015 | skin_axilla human d_07 1
ICU-72 12 | ICU_sample 05.09.2015 | skin_thigh human d_07 1
ICU-73 12 | ICU_sample 05.09.2015 | cushion environmental d_07 1
ICU-74 12 | ICU_sample 05.09.2015 | windowsill environmental d_07 1
ICU-75 12 | ICU_sample 05.09.2015 | sink environmental d_07 1
ICU-76 12 | ICU_sample 04.09.2015 | keyboard environmental d_06 1
ICU-77 12 | ICU_sample 04.09.2015 | keyboard environmental d_06 1
ICU-78 0 | ICU_control 05.05.2021 | control control d_00 0
ICU-79 14 | ICU_sample 12.09.2015 | sink environmental d_09 2
ICU-80 14 | ICU_sample 12.09.2015 | mouth_secretion human d_09 2
ICU-81 14 | ICU_sample 12.09.2015 | keyboard environmental d_09 2
ICU-82 14 | ICU_sample 12.09.2015 | cushion environmental d_09 2
ICU-83 14 | ICU_sample 12.09.2015 | skin_thigh human d_09 2
ICU-84 14 | ICU_sample 12.09.2015 | skin_axilla human d_09 2
ICU-85 14 | ICU_sample 12.09.2015 | stool human d_09 2
ICU-86 14 | ICU_sample 11.09.2015 | skin_axilla human d_08 2
ICU-87 14 | ICU_sample 11.09.2015 | skin_thigh human d_08 2
ICU-88 14 | ICU_sample 11.09.2015 | keyboard environmental d_08 2
ICU-89 14 | ICU_sample 11.09.2015 | bedside_table environmental d_08 2
ICU-90 14 | ICU_sample 11.09.2015 | tracheal_secretion | human d_08 2
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ICU-91 14 | ICU_sample 11.09.2015 | windowsill environmental d_08 2
ICU-92 14 | ICU_sample 11.09.2015 | sink environmental d_08 2
ICU-93 0 | ICU_control 06.05.2021 | control control d_00 0
ICU-94 14 | ICU_sample 09.09.2015 | stool human d_06 1
ICU-95 14 | ICU_sample 09.09.2015 | gastric_secretion human d_06 1
ICU-96 14 | ICU_sample 09.09.2015 | tracheal_secretion | human d_06 1
ICU-97 14 | ICU_sample 09.09.2015 | skin_axilla human d_06 1
ICU-98 14 | ICU_sample 09.09.2015 | bedside_table environmental d_06 1
ICU-99 14 | ICU_sample 09.09.2015 | cushion environmental d_06 1
ICU-100 14 | ICU_sample 09.09.2015 | keyboard environmental d_06 1
ICU-101 14 | ICU_sample 09.09.2015 | sink environmental d_06 1
ICU-102 14 | ICU_sample 09.09.2015 | windowsill environmental d_06 1
ICU-103 14 | ICU_sample 09.09.2015 | skin_thigh human d_o6 1
ICU-104 14 | ICU_sample 10.09.2015 | skin_thigh human d_07 1
ICU-105 14 | ICU_sample 10.09.2015 | skin_axilla human d_07 1
ICU-106 14 | ICU_sample 10.09.2015 | cushion environmental d_07 1
ICU-107 14 | ICU_sample 10.09.2015 | gastric_secretion human d_07 1
ICU-108 0 | ICU_control 10.05.2021 | control control d_07 1
ICU-109 14 | ICU_sample 10.09.2015 | tracheal_secretion | human d_07 1
ICU-110 14 | ICU_sample 10.09.2015 | bedside_table environmental d_07 1
ICU-111 14 | ICU_sample 10.09.2015 | keyboard environmental d_07 1
ICU-112 14 | ICU_sample 10.09.2015 | sink environmental d_07 1
ICU-113 14 | ICU_sample 10.09.2015 | windowsill environmental d_07 1
ICU-114 14 | ICU_sample 11.09.2015 | cushion environmental d_08 2
ICU-115 18 | ICU_sample 01.10.2015 | gastric_secretion human d_03 1
ICU-116 18 | ICU_sample 01.10.2015 | skin_thigh human d_03 1
ICU-117 18 | ICU_sample 01.10.2015 | skin_axilla human d_03 1
ICU-118 18 | ICU_sample 01.10.2015 | cushion environmental d_03 1
ICU-119 18 | ICU_sample 01.10.2015 | keyboard environmental d_03 1
ICU-120 18 | ICU_sample 01.10.2015 | bedside_table environmental d_03 1
ICU-121 18 | ICU_sample 01.10.2015 | sink environmental d_03 1
ICU-122 18 | ICU_sample 01.10.2015 | windowsill environmental d_03 1
ICU-123 0 | ICU_control 11.05.2021 | control control d_00 0
ICU-124 14 | ICU_sample 13.09.2015 | skin_axilla human d_10 2
ICU-125 14 | ICU_sample 13.09.2015 | bedside_table environmental d_10 2
ICU-126 14 | ICU_sample 13.09.2015 | sink environmental d_10 2
ICU-127 14 | ICU_sample 13.09.2015 | skin_thigh human d_10 2
ICU-128 14 | ICU_sample 14.09.2015 | mouth_secretion human d_11 2
ICU-129 14 | ICU_sample 13.09.2015 | keyboard environmental d_10 2
ICU-130 14 | ICU_sample 13.09.2015 | mouth_secretion human d_10 2
ICU-131 14 | ICU_sample 13.09.2015 | cushion environmental d_10 2
ICU-132 14 | ICU_sample 13.09.2015 | windowsill environmental d_10 2
ICU-133 18 | ICU_sample 02.10.2015 | skin_axilla human d_04 1
ICU-134 18 | ICU_sample 02.10.2015 | windowsill environmental d_o04 1
ICU-135 18 | ICU_sample 02.10.2015 | sink environmental d_o4 1
ICU-136 18 | ICU_sample 02.10.2015 | bedside_table environmental d_o04 1
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ICU-137 18 | ICU_sample 1 02.10.2015 | keyboard environmental d_04 1
ICU-138 0 | ICU_control 1 17.05.2021 | control control d_00 0
ICU-139 18 | ICU_sample 2 02.10.2015 | cushion environmental d_04 1
ICU-140 18 | ICU_sample 2 02.10.2015 | skin_thigh human d_o04 1
ICU-141 18 | ICU_sample 2 02.10.2015 | gastric_secretion human d_04 1
ICU-142 18 | ICU_sample 2 19.10.2015 | tracheal_secretion | human d_21 3
ICU-143 18 | ICU_sample 2 19.10.2015 | skin_axilla human d_21 3
ICU-144 18 | ICU_sample 2 19.10.2015 | bedside_table environmental d_21 3
ICU-145 18 | ICU_sample 2 19.10.2015 | keyboard environmental d_21 3
ICU-146 18 | ICU_sample 2 19.10.2015 | sink environmental d_21 3
ICU-147 18 | ICU_sample 2 19.10.2015 | skin_thigh human d_21 3
ICU-148 18 | ICU_sample 2 19.10.2015 | cushion environmental d_21 3
ICU-149 18 | ICU_sample 2 19.10.2015 | windowsill environmental d_21 3
ICU-150 18 | ICU_sample 2 19.10.2015 | gastric_secretion human d_21 3
ICU-151 18 | ICU_sample 2 19.10.2015 | stool human d_21 3
ICU-152 18 | ICU_sample 2 27.10.2015 | stool human d_29 4
ICU-153 0 | ICU_control 2 19.05.2021 | control control d_00 0
ICU-154 18 | ICU_sample 2 27.10.2015 | gastric_secretion human d_29 5
ICU-155 18 | ICU_sample 2 27.10.2015 | tracheal_secretion | human d_29 5
ICU-156 18 | ICU_sample 2 27.10.2015 | skin_thigh human d_29 5
ICU-157 18 | ICU_sample 2 27.10.2015 | skin_axilla human d_29 5
ICU-158 18 | ICU_sample 2 27.10.2015 | cushion environmental d_29 5
ICU-159 18 | ICU_sample 2 27.10.2015 | bedside_table environmental d_29 5
ICU-160 18 | ICU_sample 2 27.10.2015 | keyboard environmental d_29 5
ICU-161 18 | ICU_sample 2 27.10.2015 | sink environmental d_29 5
ICU-162 18 | ICU_sample 2 27.10.2015 | windowsill environmental d_29 5
ICU-163 18 | ICU_sample 2 29.09.2015 | windowsill environmental d_01 1
ICU-164 18 | ICU_sample 2 29.09.2015 | skin_thigh human d_o1 1
ICU-165 18 | ICU_sample 2 29.09.2015 | skin_axilla human d_o1 1
ICU-166 18 | ICU_sample 2 29.09.2015 | cushion environmental d_o1 1
ICU-167 18 | ICU_sample 2 29.09.2015 | bedside_table environmental d_01 1
ICU-168 0 | ICU_control 2 21.05.2021 | control control d_00 0
ICU-169 18 | ICU_sample 2 29.09.2015 | gastric_secretion human d_01 1
ICU-170 18 | ICU_sample 2 29.09.2015 | keyboard environmental d_o1 1
ICU-171 18 | ICU_sample 2 29.09.2015 | sink environmental d_01 1
ICU-172 18 | ICU_sample 2 02.11.2015 | stool human d_35 5
ICU-173 18 | ICU_sample 2 02.11.2015 | gastric_secretion human d_35 5
ICU-174 18 | ICU_sample 2 02.11.2015 | tracheal_secretion | human d_35 5
ICU-175 18 | ICU_sample 2 02.11.2015 | skin_axilla human d_35 5
ICU-176 18 | ICU_sample 2 02.11.2015 | skin_thigh human d_35 5
ICU-177 18 | ICU_sample 2 02.11.2015 | cushion environmental d_35 5
ICU-178 18 | ICU_sample 2 02.11.2015 | windowsill environmental d_35 5
ICU-179 18 | ICU_sample 2 02.11.2015 | sink environmental d_35 5
ICU-180 18 | ICU_sample 2 02.11.2015 | keyboard environmental d_35 5
ICU-181 18 | ICU_sample 2 02.11.2015 | bedside_table environmental d_35 5
ICU-182 18 | ICU_sample 2 16.11.2015 | windowsill environmental d_49 7
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ICU-183 0 | ICU_control 2 25.05.2021 | control control d_00 0
ICU-184 18 | ICU_sample 2 09.11.2015 | stool human d_42 7
ICU-185 18 | ICU_sample 2 09.11.2015 | tracheal_secretion | human d_42 7
ICU-186 18 | ICU_sample 2 09.11.2015 | skin_thigh human d_42 7
ICU-187 18 | ICU_sample 2 09.11.2015 | skin_axilla human d_42 7
ICU-188 18 | ICU_sample 2 09.11.2015 | cushion environmental d_42 7
ICU-189 18 | ICU_sample 2 09.11.2015 | bedside_table environmental d_42 7
ICU-190 18 | ICU_sample 2 09.11.2015 | keyboard environmental d_42 7
ICU-191 18 | ICU_sample 2 09.11.2015 | sink environmental d_42 7
ICU-192 18 | ICU_sample 2 09.11.2015 | windowsill environmental d_42 7
ICU-193 18 | ICU_sample 2 16.11.2015 | stool human d_49 7
ICU-194 18 | ICU_sample 2 16.11.2015 | gastric_secretion human d_49 7
ICU-195 18 | ICU_sample 3 16.11.2015 | tracheal_secretion | human d_49 7
ICU-196 18 | ICU_sample 3 16.11.2015 | skin_thigh human d_49 7
ICU-197 18 | ICU_sample 3 16.11.2015 | skin_axilla human d_49 7
ICU-198 0 | ICU_control 3 26.05.2021 | control control d_00 0
ICU-199 18 | ICU_sample 3 16.11.2015 | cushion environmental d_49 7
ICU-200 18 | ICU_sample 3 16.11.2015 | bedside_table environmental d_49 7
ICU-201 18 | ICU_sample 3 16.11.2015 | keyboard environmental d_49 7
ICU-202 18 | ICU_sample 3 16.11.2015 | sink environmental d_49 7
ICU-203 15 | ICU_sample 3 17.09.2015 | stool human d_09 2
ICU-204 15 | ICU_sample 3 17.09.2015 | gastric_secretion human d_09 2
ICU-205 15 | ICU_sample 3 17.09.2015 | tracheal_secretion | human d_09 2
ICU-206 15 | ICU_sample 3 17.09.2015 | skin_thigh human d_09 2
ICU-207 15 | ICU_sample 3 17.09.2015 | skin_axilla human d_09 2
ICU-208 15 | ICU_sample 3 17.09.2015 | cushion environmental d_09 2
ICU-209 15 | ICU_sample 3 17.09.2015 | keyboard environmental d_09 2
ICU-210 15 | ICU_sample 3 17.09.2015 | windowsill environmental d_09 2
ICU-211 15 | ICU_sample 3 18.09.2015 | gastric_secretion human d_10 2
ICU-212 15 | ICU_sample 3 18.09.2015 | tracheal_secretion | human d_10 2
ICU-213 0 | ICU_control 3 07.07.2021 | control control d_00 0
ICU-214 15 | ICU_sample 3 18.09.2015 | skin_thigh human d_10 2
ICU-215 15 | ICU_sample 3 18.09.2015 | skin_axilla human d_10 2
ICU-216 15 | ICU_sample 3 18.09.2015 | cushion environmental d_10 2
ICU-217 15 | ICU_sample 3 18.09.2015 | keyboard environmental d_10 2
ICU-218 15 | ICU_sample 3 18.09.2015 | bedside_table environmental d_10 2
ICU-219 15 | ICU_sample 3 18.09.2015 | windowsill environmental d_10 2
ICU-220 15 | ICU_sample 3 19.09.2015 | gastric_secretion human d_11 2
ICU-221 15 | ICU_sample 3 19.09.2015 | tracheal_secretion | human d_11 2
ICU-222 15 | ICU_sample 3 19.09.2015 | skin_thigh human d_11 2
ICU-223 15 | ICU_sample 3 19.09.2015 | skin_axilla human d_11 2
ICU-224 15 | ICU_sample 3 19.09.2015 | keyboard environmental d_11 2
ICU-225 15 | ICU_sample 3 19.09.2015 | bedside_table environmental d_11 2
ICU-226 15 | ICU_sample 3 19.09.2015 | windowsill environmental d_11 2
ICU-227 15 | ICU_sample 3 20.09.2015 | gastric_secretion human d_12 2
ICU-228 0 | ICU_control 3 30.08.2021 | control control d_00 0
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ICU-229 15 | ICU_sample 3 19.09.2015 | cushion environmental d_12 2
ICU-230 15 | ICU_sample 3 20.09.2015 | tracheal_secretion | human d_13 2
ICU-231 15 | ICU_sample 3 20.09.2015 | skin_thigh human d_13 2
ICU-232 15 | ICU_sample 3 20.09.2015 | skin_axilla human d_13 2
ICU-233 15 | ICU_sample 3 20.09.2015 | cushion environmental d_13 2
ICU-234 15 | ICU_sample 3 20.09.2015 | keyboard environmental d_13 2
ICU-235 15 | ICU_sample 3 20.09.2015 | bedside_table environmental d_13 2
ICU-236 15 | ICU_sample 3 20.09.2015 | windowsill environmental d_13 2
ICU-237 15 | ICU_sample 3 14.09.2015 | gastric_secretion human d_06 1
ICU-238 15 | ICU_sample 3 14.09.2015 | skin_axilla human d_06 1
ICU-239 15 | ICU_sample 3 14.09.2015 | skin_thigh human d_o6 1
ICU-240 15 | ICU_sample 3 14.09.2015 | cushion environmental d_06 1
ICU-241 15 | ICU_sample 3 14.09.2015 | keyboard environmental d_06 1
ICU-242 15 | ICU_sample 3 14.09.2015 | bedside_table environmental d_06 1
ICU-243 0 | ICU_control 3 31.08.2021 | control control d_00 0
ICU-244 15 | ICU_sample 3 14.09.2015 | windowsill environmental d_06 1
ICU-245 15 | ICU_sample 3 14.09.2015 | sink environmental d_06 1
ICU-246 15 | ICU_sample 3 14.09.2015 | tracheal_secretion | human d_06 1
ICU-247 15 | ICU_sample 3 15.09.2015 | gastric_secretion human d_07 1
ICU-248 15 | ICU_sample 3 15.09.2015 | cushion environmental d_07 1
ICU-249 15 | ICU_sample 3 15.09.2015 | keyboard environmental d_07 1
ICU-250 15 | ICU_sample 3 15.09.2015 | bedside_table environmental d_07 1
ICU-251 15 | ICU_sample 3 15.09.2015 | windowsill environmental d_07 1
ICU-252 15 | ICU_sample 3 15.09.2015 | sink environmental d_07 1
ICU-253 15 | ICU_sample 3 15.09.2015 | tracheal_secretion | human d_07 1
ICU-254 15 | ICU_sample 3 16.09.2015 | tracheal_secretion | human d_08 2
ICU-255 15 | ICU_sample 3 16.09.2015 | windowsill environmental d_08 2
ICU-256 15 | ICU_sample 3 16.09.2015 | keyboard environmental d_08 2
ICU-257 15 | ICU_sample 3 16.09.2015 | bedside_table environmental d_08 2
ICU-258 0 | ICU_control 3 01.09.2021 | control control d_00 0
ICU-259 18 | ICU_sample 3 12.10.2015 | tracheal_secretion | human d_14 2
ICU-260 18 | ICU_sample 3 12.10.2015 | skin_axilla human d_14 2
ICU-261 18 | ICU_sample 3 12.10.2015 | gastric_secretion human d_14 2
ICU-262 18 | ICU_sample 3 12.10.2015 | skin_thigh human d_14 2
ICU-263 18 | ICU_sample 3 12.10.2015 | cushion environmental d_14 2
ICU-264 18 | ICU_sample 3 12.10.2015 | windowsill environmental d_14 2
ICU-265 18 | ICU_sample 3 12.10.2015 | bedside_table environmental d_14 2
ICU-266 18 | ICU_sample 3 12.10.2015 | keyboard environmental d_14 2
ICU-267 18 | ICU_sample 3 12.10.2015 | sink environmental d_14 2
ICU-268 15 | ICU_sample 3 16.09.2015 | skin_thigh human d_08 2
ICU-269 15 | ICU_sample 3 16.09.2015 | skin_axilla human d_o8 2
ICU-270 15 | ICU_sample 3 16.09.2015 | cushion environmental d_08 2
ICU-271 15 | ICU_sample 3 16.09.2015 | gastric_secretion human d_08 2
ICU-272 15 | ICU_sample 3 25.09.2015 | windowsill environmental d_18 3
ICU-273 0 | ICU_control 3 28.09.2021 | control control d_00 0
ICU-274 15 | ICU_sample 3 25.09.2015 | sink environmental d_18 3
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ICU-275 15 | ICU_sample 3 25.09.2015 | bedside_table environmental d_18 3
ICU-276 15 | ICU_sample 3 25.09.2015 | cushion environmental d_18 3
ICU-277 15 | ICU_sample 3 25.09.2015 | keyboard environmental d_18 3
ICU-278 15 | ICU_sample 3 25.09.2015 | skin_axilla human d_18 3
ICU-279 15 | ICU_sample 3 25.09.2015 | skin_thigh human d_18 3
ICU-280 15 | ICU_sample 3 25.09.2015 | gastric_secretion human d_18 3
ICU-281 15 | ICU_sample 3 25.09.2015 | tracheal_secretion | human d_18 3
ICU-282 19 | ICU_sample 3 29.09.2015 | windowsill environmental d_o1 1
ICU-283 19 | ICU_sample 3 29.09.2015 | sink environmental d_01 1
ICU-284 19 | ICU_sample 3 29.09.2015 | keyboard environmental d_o1 1
ICU-285 19 | ICU_sample 3 29.09.2015 | bedside_table environmental d_01 1
ICU-286 19 | ICU_sample 3 29.09.2015 | cushion environmental d_o1 1
ICU-287 19 | ICU_sample 3 29.09.2015 | skin_thigh human d_o1 1
ICU-288 0 | ICU_control 3 30.09.2021 | control control d_02 1
ICU-289 19 | ICU_sample 3 30.09.2015 | gastric_secretion human d_02 1
ICU-290 19 | ICU_sample 3 30.09.2015 | tracheal_secretion | human d_02 1
ICU-291 19 | ICU_sample 3 30.09.2015 | skin_thigh human d_02 1
ICU-292 19 | ICU_sample 3 30.09.2015 | skin_axilla human d_02 1
ICU-293 19 | ICU_sample 3 30.09.2015 | cushion environmental d_02 1
ICU-294 19 | ICU_sample 3 30.09.2015 | bedside_table environmental d_02 1
ICU-295 19 | ICU_sample 3 30.09.2015 | keyboard environmental d_02 1
ICU-296 19 | ICU_sample 3 01.10.2015 | skin_thigh human d_03 1
ICU-297 19 | ICU_sample 3 30.09.2015 | windowsill environmental d_02 1
ICU-298 19 | ICU_sample 3 01.10.2015 | windowsill environmental d_03 1
ICU-299 19 | ICU_sample 3 01.10.2015 | bedside_table environmental d_03 1
ICU-300 19 | ICU_sample 3 01.10.2015 | keyboard environmental d_03 1
ICU-301 19 | ICU_sample 3 01.10.2015 | cushion environmental d_03 1
ICU-302 19 | ICU_sample 3 01.10.2015 | skin_axilla human d_03 1
ICU-303 0 | ICU_control 3 11.11.2021 | control control d_00 0
ICU-304 19 | ICU_sample 3 01.10.2015 | tracheal_secretion | human d_03 1
ICU-305 19 | ICU_sample 3 01.10.2015 | stool human d_03 1
ICU-306 19 | ICU_sample 3 02.10.2015 | gastric_secretion human d_o04 1
ICU-307 19 | ICU_sample 3 02.10.2015 | windowsill environmental d_04 1
ICU-308 19 | ICU_sample 3 02.10.2015 | bedside_table environmental d_o04 1
ICU-309 19 | ICU_sample 3 02.10.2015 | keyboard environmental d_04 1
ICU-310 19 | ICU_sample 3 02.10.2015 | cushion environmental d_o04 1
ICU-311 19 | ICU_sample 3 02.10.2015 | skin_axilla human d_04

ICU-312 19 | ICU_sample 3 02.10.2015 | skin_thigh human d_o04

ICU-313 19 | ICU_sample 3 02.10.2015 | tracheal_secretion | human d_04 1
ICU-314 19 | ICU_sample 3 02.10.2015 | stool human d_o04 1
ICU-315 19 | ICU_sample 3 29.09.2015 | skin_axilla human d_o1 1
ICU-316 18 | ICU_sample 3 12.10.2015 | stool human d_14 2
ICU-317 0 | ICU_control 3 15.11.2015 | control control d_00 0
ICU- 0 | PCR_control 3 01.12.2021 | control control d_00 0
neg_S124

ICU- 0 | PCR_control 1 18.05.2021 | control control d_oo 0
neg_S326

ICU-neg2 0 | PCR_control 1 18.05.2021 | control control d_00 0
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ICU-neg3 | 0 | PCR_control ‘ 1 18.05.2021 | control control d_00 0‘
Sample | material Sample | primer Template Amplicon | Check | Total

name volume | sequences (nl) size (bp) gel amount

for of PCR

amplification product
(D)
cu1 | PCRproduct | 20 ”:Eggg; 2,00 292 weak | 22,00
ICU_2 PCRproduct | 20 :::Egggg 2,00 292 strong | 22,00
cu3 | PCReroduct | 20 o Tor 2,00 292 weak | 22,00
cua | PCReroduct | 20 :::Egég; 2,00 292 weak | 22,00
ICU_5 PCRproduct | 20 :::Egggg 2,00 292 medium | 22,00
ICU_6 PCRproduct | 20 ”:Eggg; 2,00 292 weak | 22,00
cu_7 | PCReroduct | 20 :::Egég; 2,00 292 strong | 22,00
IcU_8 PCRproduct | 20 :::Eggg; 2,00 292 medium | 22,00
cus | PCReroduct | 20 oo 2,00 292 medium | 22,00
cu 10 | PCRproduct | 20 :::Egag; 2,00 292 none | 22,00
ICU_11 | PCRproduct | 20 “:Eggg; 2,00 292 weak | 22,00
Icu_12 | PCRproduct | 20 ”:Egggg 2,00 292 medium | 22,00
ICU_13 | PCRproduct | 20 oion | 2,00 292 strong | 22,00
ICU_14 | PCRproduct | 20 :::Eggg; 2,00 292 medium | 22,00
cu_1s | PCReroduct | 20 oo 2,00 292 medium | 22,00
cu 16 | PCRproduct | 20 ”:Egagg 2,00 292 medium | 22,00
icu 17 | PCReroduct | 20 :::Egggg 2,00 292 medium | 22,00
IcU_18 PCRproduct | 20 :::32(1)2; 2,00 292 weak 22,00
cu 1o | PCRproduct | 20 :::Egég; 2,00 292 weak | 22,00
ICU_20 PCRproduct | 20 :::Eggg; 2,00 292 weak | 22,00
icu 21 | PCRproduct | 20 ”:Eggg; 2,00 292 none | 22,00
cu 22 | PCRproduct | 20 :::Egagg 2,00 292 medium | 22,00
IcU_23 PCRproduct | 20 :::3282; 2,00 292 weak | 22,00
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ICU_24 PCRproduct | 20 :::Eggg; 2,00 292 medium | 22,00
ICU_25 PCRproduct | 20 :::Eggg; 2,00 292 weak | 22,00
cu_26 | PCReroduct | 20 ”:Eggg; 2,00 292 medium | 22,00
cu_27 | PCReroduct | 20 :::Eggg; 2,00 292 medium | 22,00
ICU_28 PCRproduct | 20 :::Egégg 2,00 292 strong | 22,00
cu_ 29 | PCRproduct | 20 :::32(1)2; 2,00 292 strong | 22,00
cu 30 | PCReroduct | 20 :::Eggg; 2,00 292 strong | 22,00
ICU_31 PCRproduct | 20 :“ﬂgggg 2,00 292 none 22,00
IcU 32 | PCRproduct | 20 Illﬂg&g; 2,00 292 weak | 22,00
IcCU_33 | PCRproduct | 20 :::32(1)2; 2,00 292 strong | 22,00
ICU_34 | PCRproduct | 20 :::ﬂg;g; 2,00 292 strong | 22,00
ICU_35 | PCRproduct | 20 :::Eggg; 2,00 292 strong | 22,00
ICU_36 PCRproduct | 20 :::Eggg; 2,00 292 none 22,00
Icu_37 | PCRproduct | 20 :“ﬂgggg 2,00 292 medium | 22,00
IcCU_38 | PCRproduct | 20 :::Egggg 2,00 292 medium | 22,00
ICU_39 PCRproduct | 20 :::Eggg; 0,50 292 medium | 22,00
ICU_40 | PCRproduct | 20 :::32&2; 2,00 292 weak | 22,00
IcCU_41 | PCRproduct | 20 :::Eggg; 0,50 292 medium | 22,00
IcCU_42 | PCRproduct | 20 ”:ﬂggg; 2,00 292 weak | 22,00
ICU_43 | PCRproduct | 20 :“ﬂgggg 0,50 292 strong | 22,00
ICU_44 | PCRproduct | 20 :::Eggg; 2,00 292 weak | 22,00
ICU_45 | PCRproduct | 20 :::Eggg; 2,00 292 strong | 22,00
ICU_46 | PCRproduct | 20 :::32&2; 2,00 292 weak | 22,00
ICU_47 | PCRproduct | 20 :::ﬂggg; 2,00 292 weak | 22,00
ICU_48 PCRproduct | 20 ”:ﬂggg; 2,00 292 none 22,00
ICU_49 | PCRproduct | 20 :::3282; 0,50 292 strong | 22,00
ICU_50 PCRproduct | 20 :::Egggg 0,50 292 strong | 22,00
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ICU_51 PCRproduct | 20 :::32(1)2; 0,50 292 medium | 22,00
IcCU_52 | PCRproduct | 20 :::32&2; 0,50 292 medium | 22,00
ICU_53 | PCRproduct | 20 ”:Eggg; 0,50 292 medium | 22,00
ICU_54 PCRproduct | 20 :::32(1)2;- 2,00 292 strong | 22,00
IcU_55 | PCRproduct | 20 :::Eggg; 0,50 292 medium | 22,00
ICU_56 | PCRproduct | 20 :::ﬂggg; 2,00 292 strong | 22,00
ICU_57 | PCRproduct | 20 :::Eggg; 0,50 292 medium | 22,00
ICU_58 | PCRproduct | 20 :“ﬂggg; 0,50 292 medium | 22,00
ICU_59 | PCRproduct | 20 Illﬂg&g; 2,00 292 weak | 22,00
ICU_60 PCRproduct | 20 :::Eggg; 0,50 292 medium | 22,00
Icu_61 | PCRproduct | 20 :::3282; 0,50 292 medium | 22,00
ICU_62 | PCRproduct | 20 :::Eggg; 2,00 292 medium | 22,00
ICU_63 | PCRproduct | 20 :::Eggg; 2,00 292 one | 2200
ICU_64 | PCRproduct | 20 :“ﬂgggg 2,00 292 weak | 22,00
IcCU_65 | PCRproduct | 20 :::Egggg 2,00 292 weak | 22,00
ICU_66 PCRproduct | 20 :::Eggg; 2,00 292 medium | 22,00
ICU_67 | PCRproduct | 20 :::32&2; 2,00 292 weak | 22,00
ICU_68 | PCRproduct | 20 :::Eggg; 2,00 292 medium | 22,00
ICU_69 | PCRproduct | 20 ”:Eggg; 0,50 292 strong | 22,00
IcCU_70 | PCRproduct | 20 :“ﬂgggg 2,00 292 strong | 22,00
IcU_71 | PCRproduct | 20 :::Eggg; 2,00 292 weak | 22,00
ICU_72 | PCRproduct | 20 :::Eggg; 2,00 292 weak | 22,00
IcCU_73 | PCRproduct | 20 :::32&2; 2,00 292 medium | 22,00
ICU_74 | PCRproduct | 20 :::ﬂggg; 2,00 292 medium | 22,00
ICU_75 PCRproduct | 20 ”:ﬂggg; 2,00 292 none 22,00
ICU_138 | PCRproduct | 20 :::32&2; 2,00 292 weak | 22,00
ICU_77 PCRproduct | 20 :::Egggg 2,00 292 weak 22,00
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ICU_78 PCRproduct | 20 :::32(1)2; 2,00 292 none 22,00
IcCU_79 | PCRproduct | 20 :::3282; 0,50 292 strong | 22,00
ICU_80 | PCRproduct | 20 ”:Eggg; 2,00 292 strong | 22,00
ICU_81 PCRproduct | 20 :::Eggg; 0,50 292 medium | 22,00
Icu_82 | PCRproduct | 20 :::Eggg; 0,50 292 medium | 22,00
IcCU_83 | PCRproduct | 20 :::ﬂggg; 0,50 292 strong | 22,00
ICU_84 | PCRproduct | 20 :::Eggg; 0,50 292 strong | 22,00
ICU_85 | PCRproduct | 20 :“ﬂggg; 0,50 292 strong | 22,00
IcCU_86 | PCRproduct | 20 :::32(1)2; 2,00 292 strong | 22,00
ICU_87 PCRproduct | 20 :::32(1)2; 2,00 292 weak 22,00
Icu_88 | PCRproduct | 20 :::3282; 0,50 292 medium | 22,00
ICU_89 | PCRproduct | 20 :::Eggg; 0,50 292 weak | 22,00
ICU_90 PCRproduct | 20 :::Eggg; 2,00 292 medium | 22,00
ICU91 | PCRproduct | 20 :“ﬂgggg 2,00 292 weak | 22,00
IcU_ 92 | PCRproduct | 20 :::32;2; 0,50 292 weak | 22,00
ICU_93 PCRproduct | 20 :::32(1)2; 2,00 292 none 22,00
IcCU_94 | PCRproduct | 20 :::3282; 0,50 292 strong | 22,00
ICU_95 | PCRproduct | 20 :::Eggg; 2,00 292 none | 22,00
ICU_96 | PCRproduct | 20 ”:Eggg; 0,50 292 strong | 22,00
IcCU_ 97 | PCRproduct | 20 :“ﬂgggg 0,50 292 strong | 22,00
ICU_98 PCRproduct | 20 :::32(1)2;- 0,50 292 strong | 22,00
ICU_99 | PCRproduct | 20 :::Eggg; 2,00 292 none | 22,00
ICU_100 | PCRproduct | 20 :::32&2; 0,50 292 weak | 22,00
ICU_101 | PCRproduct | 20 :::Eggg; 0,50 292 strong | 22,00
ICU_102 | PCRproduct | 20 ”:Eggg; 0,50 292 none 22,00
ICU_103 | PCRproduct | 20 :::3282; 0,50 292 medium | 22,00
ICU_104 | PCRproduct | 20 :::Egggg 0,50 292 strong | 22,00
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ICU_105 | PCRproduct | 20 :::32(1)2; 0,50 292 strong | 22,00
ICU_106 | PCRproduct | 20 :::3282; 0,50 292 strong | 22,00
ICU_107 | PCRproduct | 20 oToF 0,50 292 strong | 22,00
ICU_108 | PCRproduct | 20 ”:ﬂggg; 2,00 292 none 22,00
ICU_109 | PCRproduct | 20 :::Eggg; 2,00 292 strong | 22,00
ICU_110 | PCRproduct | 20 :::ﬂggg; 2,00 292 none | 22,00
ICU_111 | PCRproduct | 20 :::Eggg; 2,00 292 strong | 22,00
ICU_112 | PCRproduct | 20 :“ﬂggg; 2,00 292 strong | 22,00
IcCU_113 | PCRproduct | 20 :::3282; 2,00 292 strong | 22,00
ICU_114 | PCRproduct | 20 :::32(1)2; 2,00 292 strong | 22,00
ICU_115 | PCRproduct | 20 :::Eggg; 2,00 292 weak | 22,00
ICU_116 | PCRproduct | 20 :::Eggg; 2,00 292 strong | 22,00
ICU_117 | PCRproduct | 20 :::Eggg; 2,00 292 strong | 22,00
IcCU_118 | PCRproduct | 20 :“ﬂgggg 2,00 292 strong | 22,00
ICU_119 | PCRproduct | 20 :::Egggg 2,00 292 strong | 22,00
ICU_120 | PCRproduct | 20 :::32(1)2; 2,00 292 strong | 22,00
IcCU_121 | PCRproduct | 20 :::32&2; 2,00 292 strong | 22,00
ICU_122 | PCRproduct | 20 :::Eggg; 2,00 292 medium | 22,00
ICU_123 | PCRproduct | 20 ”:ﬂggg; 2,00 292 none | 22,00
ICU_124 | PCRproduct | 20 :“ﬂgggg 2,00 292 strong | 22,00
ICU_125 | PCRproduct | 20 :::Eggg; 2,00 292 strong | 22,00
ICU_126 | PCRproduct | 20 :::Eggg; 2,00 292 weak | 22,00
IcU_127 | PCRproduct | 20 :::32&2; 2,00 292 strong | 22,00
ICU_128 | PCRproduct | 20 :::Eg;g; 2,00 292 strong | 22,00
ICU_129 | PCRproduct | 20 ”:Eggg; 2,00 292 medium | 22,00
ICU_130 | PCRproduct | 20 :::32&2; 2,00 292 strong | 22,00
IcCU_131 | PCRproduct | 20 :::ﬂgggg 2,00 292 weak | 22,00
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ICU_132 | PCRproduct | 20 :::32(1)2; 2,00 292 none 22,00
ICU_133 | PCRproduct | 20 :::32&2; 2,00 292 strong | 22,00
ICU_134 | PCRproduct | 20 oToF 2,00 292 none | 22,00
ICU_135 | PCRproduct | 20 ”:ﬂggg; 2,00 292 strong | 22,00
ICU_136 | PCRproduct | 20 :::Eggg; 2,00 292 strong | 22,00
IcCU_137 | PCRproduct | 20 :::3282; 2,00 292 strong | 22,00
ICU_195 | PCRproduct | 20 :::Eggg; 2,00 292 strong | 22,00
ICU_196 | PCRproduct | 20 :“ﬂggg; 2,00 292 strong | 22,00
IcCU_197 | PCRproduct | 20 :::3282; 2,00 292 strong | 22,00
ICU_198 | PCRproduct | 20 :::Eggg; 2,00 292 weak 22,00
ICU_199 | PCRproduct | 20 :::Eggg; 2,00 292 weak | 22,00
ICU_200 | PCRproduct | 20 :::Eggg; 2,00 292 weak | 22,00
ICU_201 | PCRproduct | 20 :::Eggg; 2,00 292 weak | 22,00
IcU_202 | PCRproduct | 20 :“ﬂgggg 2,00 292 weak | 22,00
ICU_203 | PCRproduct | 20 :::Egggg 2,00 292 strong | 22,00
ICU_204 | PCRproduct | 20 :::32(1)2; 2,00 292 strong | 22,00
ICU_205 | PCRproduct | 20 :::32&2; 2,00 292 medium | 22,00
ICU_206 | PCRproduct | 20 :::Eggg; 2,00 292 strong | 22,00
ICU_207 | PCRproduct | 20 ”:Eggg; 2,00 292 strong | 22,00
ICU_208 | PCRproduct | 20 :“ﬂgggg 2,00 292 medium | 22,00
ICU_209 | PCRproduct | 20 :::Eggg; 2,00 292 weak 22,00
ICU_210 | PCRproduct | 20 :::Eggg; 2,00 292 weak | 22,00
IcU_211 | PCRproduct | 20 :::32&2; 2,00 292 strong | 22,00
ICU_212 | PCRproduct | 20 :::Eg;g; 2,00 292 weak | 22,00
ICU_213 | PCRproduct | 20 ”:Eggg; 2,00 292 weak 22,00
IcU_214 | PCRproduct | 20 :::32&2; 0,5 292 weak | 22,00
ICU_215 | PCRproduct | 20 :::Egggg 2,00 292 strong | 22,00
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ICU_216 | PCRproduct | 20 :::32(1)2; 0,50 292 weak | 22,00
IcCU_217 | PCRproduct | 20 :::32&2; 2,00 292 none | 22,00
Icu_218 | PCRproduct | 20 oToF 2,00 292 weak | 22,00
ICU_219 | PCRproduct | 20 :::Eggg; 2,00 292 weak 22,00
ICU_220 | PCRproduct | 20 :::ﬂg;g; 2,00 292 none | 22,00
IcU_221 | PCRproduct | 20 :::3282; 2,00 292 weak | 22,00
ICU_222 | PCRproduct | 20 :::Eggg; 2,00 292 weak | 22,00
ICU_223 | PCRproduct | 20 :“ﬂggg; 2,00 292 weak | 22,00
ICU_224 | PCRproduct | 20 :::32(1)2; 0,5 292 weak | 22,00
ICU_225 | PCRproduct | 20 :::Eggg; 2,00 292 weak 22,00
ICU_226 | PCRproduct | 20 :::Eggg; 2,00 292 weak | 22,00
ICU_227 | PCRproduct | 20 :::Eggg; 2,00 292 strong | 22,00
ICU_228 | PCRproduct | 20 :::Eggg; 2,00 292 none 22,00
IcU_229 | PCRproduct | 20 :“ﬂgggg 0,50 292 weak | 22,00
ICU_230 | PCRproduct | 20 :::32;2; 0,50 292 weak | 22,00
ICU_231 | PCRproduct | 20 :::Eggg; 2,00 292 medium | 22,00
IcCU_232 | PCRproduct | 20 :::32&2; 2,00 292 weak | 22,00
ICU_233 | PCRproduct | 20 :::Eggg; 2,00 292 weak | 22,00
ICU_234 | PCRproduct | 20 ”:ﬂggg; 0,50 292 weak | 22,00
IcU_235 | PCRproduct | 20 :“ﬂgggg 0,50 292 weak | 22,00
ICU_236 | PCRproduct | 20 :::Eggg; 2,00 292 weak 22,00
IcCU_237 | PCRproduct | 20 :::3282; 2,00 292 strong | 22,00
IcU_238 | PCRproduct | 20 :::32&2; 2,00 292 strong | 22,00
ICU_239 | PCRproduct | 20 :::Eggg; 0,50 292 medium | 22,00
ICU_240 | PCRproduct | 20 ”:Eggg; 0,50 292 medium | 22,00
ICU_241 | PCRproduct | 20 :::32&2; 0,50 292 medium | 22,00
ICU_242 | PCRproduct | 20 :::Egggg 2,00 292 none | 22,00
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ICU_243 | PCRproduct | 20 :::32(1)2; 0,50 292 none 22,00
ICU_244 | PCRproduct | 20 :::32&2; 2,00 292 weak | 22,00
ICU_245 | PCRproduct | 20 oToF 2,00 292 weak | 22,00
ICU_246 | PCRproduct | 20 ”:ﬂggg; 0,50 292 strong | 22,00
IcU_247 | PCRproduct | 20 :::Eggg; 0,50 292 weak | 22,00
ICU_248 | PCRproduct | 20 :::ﬂggg; 2,00 292 medium | 22,00
ICU_249 | PCRproduct | 20 :::Eggg; 2,00 292 weak | 22,00
ICU_250 | PCRproduct | 20 :“ﬂggg; 2,00 292 weak | 22,00
IcU_251 | PCRproduct | 20 :::ﬂggg; 0,50 292 weak | 22,00
ICU_252 | PCRproduct | 20 :::Eggg; 2,00 292 weak 22,00
ICU_253 | PCRproduct | 20 :::Eggg; 2,00 292 weak | 22,00
ICU_254 | PCRproduct | 20 :::Eggg; 2,00 292 weak | 22,00
ICU_255 | PCRproduct | 20 :::Eggg; 0,50 292 weak | 22,00
ICU_256 | PCRproduct | 20 :“ﬂgggg 0,50 292 strong | 22,00
ICU_257 | PCRproduct | 20 :::Egggg 2,00 292 weak 22,00
ICU_258 | PCRproduct | 20 :::32(1)2; 2,00 292 none 22,00
ICU_259 | PCRproduct | 20 :::3282; 0,50 292 strong | 22,00
ICU_260 | PCRproduct | 20 :::Eggg; 0,50 292 strong | 22,00
ICU_261 | PCRproduct | 20 ”:ﬂggg; 0,50 292 strong | 22,00
IcU_262 | PCRproduct | 20 :“ﬂgggg 0,50 292 weak | 22,00
ICU_263 | PCRproduct | 20 :::Eggg; 2,00 292 weak 22,00
ICU_264 | PCRproduct | 20 :::Eggg; 0,50 292 weak | 22,00
ICU_265 | PCRproduct | 20 :::32&2; 0,50 292 weak | 22,00
ICU_266 | PCRproduct | 20 :::Eggg; 0,50 292 weak 22,00
ICU_267 | PCRproduct | 20 ”:Eggg; 0,50 292 weak 22,00
IcU_268 | PCRproduct | 20 :::3282; 0,50 292 weak | 22,00
ICU_269 | PCRproduct | 20 :::Egggg 0,50 292 weak | 22,00
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ICU_270 | PCRproduct | 20 :::32(1)2; 0,50 292 weak | 22,00
IcU_271 | PCRproduct | 20 :::32&2; 0,50 292 strong | 22,00
Icu_272 | PCRproduct | 20 oToF 0,50 292 weak | 22,00
ICU_273 | PCRproduct | 20 ”:ﬂggg; 2,00 292 none 22,00
IcU_274 | PCRproduct | 20 :::Eggg; 0,50 292 weak | 22,00
IcU_275 | PCRproduct | 20 :::32(1)2; 0,50 292 strong | 22,00
ICU_276 | PCRproduct | 20 :::Eggg; 0,50 292 weak | 22,00
IcU_277 | PCRproduct | 20 :“ﬂggg; 0,50 292 weak | 22,00
IcU_278 | PCRproduct | 20 :::ﬂggg; 0,50 292 weak | 22,00
ICU_279 | PCRproduct | 20 :::Eggg; 0,50 292 weak 22,00
ICU_280 | PCRproduct | 20 :::Eggg; 2,00 292 weak | 22,00
ICU_281 | PCRproduct | 20 :::Eggg; 2,00 292 weak | 22,00
ICU_282 | PCRproduct | 20 :::Eggg; 0,50 292 weak | 22,00
Icu_283 | PCRproduct | 20 :“ﬂgggg 0,50 292 weak | 22,00
ICU_284 | PCRproduct | 20 :::32;2; 0,50 292 weak | 22,00
ICU_285 | PCRproduct | 20 :::Eggg; 0,50 292 weak 22,00
ICU_286 | PCRproduct | 20 :::32&2; 0,50 292 weak | 22,00
ICU_287 | PCRproduct | 20 :::Eggg; 0,50 292 strong | 22,00
ICU_288 | PCRproduct | 20 :::Eggg; 2,00 292 none | 22,00
IcU_289 | PCRproduct | 20 :“ﬂgggg 0,50 292 weak | 22,00
ICU_290 | PCRproduct | 20 :::Eggg; 2,00 292 strong | 22,00
ICU_291 | PCRproduct | 20 :::Eggg; 2,00 292 strong | 22,00
ICU_292 | PCRproduct | 20 :::3282; 0,50 292 strong | 22,00
ICU_293 | PCRproduct | 20 :::ﬂggg; 2,00 292 weak | 22,00
ICU_294 | PCRproduct | 20 ”:Eggg; 0,50 292 medium | 22,00
IcU_295 | PCRproduct | 20 :::3282; 0,50 292 medium | 22,00
ICU_296 | PCRproduct | 20 :::Egggg 0,50 292 medium | 22,00
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ICU_297 | PCRproduct | 20 :::32(1)2; 0,50 292 medium | 22,00
ICU_298 | PCRproduct | 20 :::32&2; 0,50 292 medium | 22,00
IcU_299 | PCRproduct | 20 oToF 0,50 292 medium | 22,00
ICU_300 | PCRproduct | 20 :::Eggg; 2,00 292 weak 22,00
IcU_301 | PCRproduct | 20 :::3282; 0,50 292 none | 22,00
ICU_302 | PCRproduct | 20 :::32(1)2; 0,50 292 weak | 22,00
ICU_303 | PCRproduct | 20 :::Eggg; 2,00 292 none | 22,00
ICU_304 | PCRproduct | 20 :“ﬂggg; 2,00 292 weak | 22,00
ICU_305 | PCRproduct | 20 :::Eggg; 0,50 292 strong | 22,00
ICU_306 | PCRproduct | 20 :::Eggg; 0,50 292 strong | 22,00
IcU_307 | PCRproduct | 20 :::3282; 0,50 292 weak | 22,00
ICU_308 | PCRproduct | 20 :::Eggg; 0,50 292 weak | 22,00
ICU_309 | PCRproduct | 20 :::Eggg; 2,00 292 weak | 22,00
ICU_310 | PCRproduct | 20 :“ﬂgggg 0,50 292 weak | 22,00
ICU_311 | PCRproduct | 20 :::32;2; 2,00 292 strong | 22,00
ICU_312 | PCRproduct | 20 :::32(1)2; 2,00 292 strong | 22,00
ICU_313 | PCRproduct | 20 :::32&2; 2,00 292 strong | 22,00
ICU_314 | PCRproduct | 20 :::Eggg; 0,50 292 strong | 22,00
ICU_315 | PCRproduct | 20 ”:Eggg; 2,00 292 medium | 22,00
ICU_316 | PCRproduct | 20 :“ﬂgggg 2,00 292 strong | 22,00
ICU_317 | PCRproduct | 20 :::Eggg; 2,00 292 none | 22,00
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