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Einleitung

1 Synopse

1.1 Einleitung

1.1.1 Relevanz von kontaminierten Oberflachen in der Patientenumgebung

Nosokomiale Infektionen stellen mit einer Pravalenz von 6,5 % (2016-2017) je Patiententag in
der Akutversorgung ein relevantes Problem der 6ffentlichen Gesundheit in Europa dar [1]. In
Deutschland wurden Escherichia coli (16,4 %), Enterococcus spp. (13,6 %), Staphylococcus
aureus (13,3 %) und Clostridioides difficile (12,7 %) als die Mikroorganismen identifiziert, wel-
che am haufigsten krankenhausassoziierte Infektionen verursachen [1]. Insbesondere die drei
letztgenannten Erreger sind fir eine hohe Tenazitat und eine Persistenz von mehreren Tagen
bis Wochen auf verschiedenen unbelebten Oberflachen bekannt [2]. Diese Fahigkeit fuhrt zu
einem regelmafigen Nachweis dieser Erreger, einschlief3lich multiresistenter Klone, auf Ober-
flachen in der Patientenumgebung. Tanner et al. konnten in Patientenzimmern mit Kontaktiso-
lationsmalRnahmen aufgrund von Methicillin-resistentem S. aureus (MRSA), Vancomycin-re-
sistentem E. faecium (VRE) beziehungsweise C. difficile in 23,2 %, 31,0 % bzw. 4,3 % die
jeweiligen Erreger auf den Oberflachen in der Patientenumgebung nachweisen [3]. Interes-
santerweise wurden auch in 12 % der Patientenzimmer, die keinen Kontaktisolationsmalinah-

men unterlagen, multiresistente Erreger festgestellt [3].

Anhand von Umgebungsuntersuchungen konnte nachgewiesen werden, dass bestimmte Mik-
roorganismen durch Patienten in die Umgebung freigesetzt werden [4]. In-vitro Studien konn-
ten zudem die Aufnahme und Ubertragung von Erregern aus der Umwelt mittels Hand bzw.
Handschuhkontakt zeigen [4]. Dartiber hinaus wurde ein vergleichbares Risiko flir den Erwerb
von MRSA, VRE und C. difficile bei Kontakt von kontaminierten Oberflachen und direktem
Patientenkontakt festgestellt [4]. Aus diesen Erkenntnissen lasst sich eine Relevanz von Ober-

flachen bei Ubertragungen von bestimmten Krankenhauserregern ableiten [4].

Die zunehmende Evidenz der Bedeutung von Oberflachen im Zusammenhang mit Ubertra-
gungen von Krankenhauserregern flhrte zur heutigen Akzeptanz von Reinigung und Desin-
fektion von Oberflachen als essentieller Bestandteil von Infektionspraventionsmalinahmen
[5,6]. Allerdings stellt die erfolgreiche Umsetzung von Reinigungs- und Desinfektionsmalnah-
men insbesondere im komplexen Krankenhausumfeld eine groRe Herausforderung dar. Moni-
toring Untersuchungen von Reinigungs- und Desinfektionsleistungen mittels Fluoreszenzmar-
kern ergaben, dass in lediglich 63 % der Uberwachten Schlussdesinfektionen die gesetzte
Markierung erfolgreich entfernt wurde [7]. Auch bei einer mikrobiologischen Untersuchung von
Oberflachen mittels RODAC-Abklatschplatten konnten nach Durchfiihrung der Schlussdesin-

fektion in 55 % der Patientenzimmer Kontaminationen mit multiresistenten Mikroorganismen
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festgestellt werden [8]. Hierbei wurden in 26,3 % C. difficile, in 22,5 % VRE, in 18,8 % MRSA

und in 11,3 % Acinetobacter baumannii nachgewiesen [8].

Der unzureichende Erfolg von manuellen Reinigungs- und DesinfektionsmalRnahmen fihrt
dazu, dass Patienten, die in einem Patientenzimmer versorgt werden, welches zuvor mit einem
infizierten oder kolonisierten Patienten belegt war, ein erhdhtes Risiko haben eine nosokomi-
ale Infektion mit demselben Erreger zu erwerben [9]. Dieser Zusammenhang stellt ein ver-
meidbares Risiko dar, weshalb ein hoher Bedarf besteht durch Verbesserungen von Reini-

gungs- und DesinfektionsmalRnahmen die Patientensicherheit zu erhéhen.
1.1.2 Automatische Raumdekontaminationsverfahren — UV-C Desinfektion

In der Vergangenheit konnte eine Verbesserung von Reinigungs- und Desinfektionsleistungen
durch die Etablierung von MalRnahmenbundeln, bestehend aus regelmafRigem Training zur
Auswahl, zum Umgang und zur Anwendungstechnik von Produkten, Uberwachung mittels Flu-
oreszenzmarker-Technologie und regelmafligem Feedback, gezeigt werden [6,10,11]. Eine
nachhaltige Verbesserung ist jedoch nur dann zu erwarten, wenn konsequent eine hohe Com-
pliance in der Ausfiihrung des manuellen Reinigungs- und Desinfektionsprozesses vorliegt.
Da das Erreichen einer hundertprozentigen Compliance schwierig ist, wurden in den vergan-
genen Jahren vermehrt automatische Raumdekontaminationsverfahren als Optimierungsan-
satz evaluiert. Diese weisen das Potential einer konstanten, verlasslichen und bedienerunab-

hangigen Desinfektion auf [12].

Bei den am haufigsten im Krankenhausumfeld eingesetzten Verfahren handelt es sich um
Verneblung von Wasserstoffperoxid (H20-) in Form von Aerosol und Dampf sowie Bestrahlung
mit Ultraviolett C (UV-C) Strahlung [11,12]. Fir die Anwendung gasférmiger Desinfektionsver-
fahren ist es aufgrund ihrer Diffusionsfahigkeit erforderlich, alle Offnungen (Tlrschlitze, Lif-
tungsdurchlasse etc.) von Patientenzimmern zeitaufwandig abzudichten [11,12], um einen
Austritt von toxischem Gas in angrenzende Bereiche ausschlieRen zu kénnen. Die durch-
schnittliche Desinfektionszeit mit gasférmigen Verfahren betragt zwischen 1,5 und 2 h fir ein
einzelnes Patientenzimmer [12]. In Abhangigkeit des Verfahrens ist eine unmittelbare Wieder-
belegung des Patientenzimmers aufgrund von Desinfektionsmittelrickstanden oder Geruchs-
belastigung nicht moglich. Vor dem Hintergrund einer hohen Auslastung (ca. 73 % in Univer-
sitatskliniken, 2021, Deutschland [13]) von Krankenhausern der Akutversorgung, welche eine
schnelle Wiederbelegung von Patientenzimmern notwendig macht und den beschriebenen ho-
hen Anforderungen zur Gewahrleistung der Sicherheit, ist der Einsatz gasformiger Desinfekti-
onsverfahren zur Desinfektion von Patientenzimmern in der Regel nicht geeignet. Automati-
sche Raumdesinfektionsverfahren auf Basis von UV-C Strahlung bendtigen bei stationdren
Systemen ca. 50 Minuten sowie bei autonomen Systemen 10-20 Minuten fur die Desinfektion
eines Patientenzimmers [12]. Eine vorherige Abdichtung der Raumdéffnungen sowie eine Sper-

rung nach der Desinfektion sind nicht notwendig.
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Die hohe Wirksamkeit von UV-C wurde bereits gegen eine Vielzahl von Mikroorganismen al-
lerdings vorwiegend in experimentellen Studien nachgewiesen [14]. Dartber hinaus wurde
auch in Studien, in denen realitdtsnahe Testbedingungen verwendet wurden, Reduktionen von
ca. 4 log1o fir MRSA und VRE festgestellt [15]. Der Hauptwirkmechanismus von UV-C ist die
Absorption der Strahlung durch DNA, RNA und Proteine, was zu einer Stérung der Replikation
und somit zum Absterben der Organismen fiihrt [16]. Da Mikroorganismen unterschiedliche
Toleranzen gegenuber UV-C Strahlen aufweisen, sind fir eine erfolgreiche Inaktivierung von
Krankheitserregern auf Oberflachen erregerspezifische UV-C Dosen erforderlich [16]. In der
Literatur sind jedoch unterschiedliche UV-C Dosen fur das Erzielen einer Inaktivierung dersel-
ben Erregerspezies zu finden [14]. Diese Unterschiede sind hauptsachlich auf die verschiede-
nen Prufbedingungen zurlckzufuhren. So beschreiben Scott et al. in ihrem Review zur UV-C
Desinfektion von Oberflachen in Krankenhdusern erhebliche Unterschiede bei den in verschie-
denen Studien verwendeten Geraten und Geratespezifikation [17]. Auch im experimentellen
Design und bei den angewendeten Methoden zur Bestimmung der Oberflachenkontamination
wurden Unterschiede zwischen den Studien festgestellt [17]. Des Weiteren kann das Vorliegen
unterschiedlicher Umgebungskonditionen (z.B. relative Luftfeuchtigkeit, Temperatur) die Ef-
fektivitat der UV-C Desinfektion beeinflussen [18]. Die auf der Oberflache erzielte UV-C Dosis
ist zudem malRgeblich von der Bestrahlungszeit und der Bestrahlungsstarke abhangig [16].
Die auf die Zielflache applizierte Bestrahlungsstarke wiederum wird entsprechend des inver-
sen quadratischen Gesetzes durch den Abstand zur Lichtquelle beeinflusst [16,18]. Dieser
Zusammenhang bedingt ebenfalls, dass in den unter diversen experimentellen Testbedingun-
gen mit individuellen Raumgeometrien, Abstanden und Strahlungswinkeln durchgefiihrten
Wirksamkeitsprifungen unzureichend vergleichbare erregerspezifische Dosen erzielt werden.
Die grol’e Heterogenitat von Prifbedingungen resultiert insbesondere auch aus der unzu-
reichenden Standardisierung der Effektivitatsprifungen von UV-C Desinfektionsgeraten [16—
18]. Der erst im Jahr 2022 veroéffentlichte britische Standard BS 8628 [19] stellt die erste und
bisher einzige Norm dar, welche eine Methode zur quantitativen Priifung der Wirksamkeit spe-
zifisch flir automatische UV-C Desinfektionsverfahren beschreibt [18]. Ein europaisch oder in-
ternational harmonisierter Standard ist zum aktuellen Zeitpunkt nach Kenntnis der Autorin nicht

vorhanden.

Bei der manuellen Desinfektion werden fliissige Desinfektionsmittel mit standardisierten Do-
sierungen verwendet, welche in der Regel oberhalb der Toleranzgrenzen einer Vielzahl von
Mikroorganismen liegen. Die Schwierigkeit einer erfolgreichen Inaktivierung von Mikroorganis-
men besteht meistens darin, in der komplexen Krankenhausumgebung alle Oberflachen zu
erreichen und hier die korrekte Einwirkzeit einzuhalten [11]. Selten sind auch Dosierungsfehler
als Ursache von unzureichenden Desinfektionsleistungen beschrieben [20]. Im Gegensatz

hierzu besteht die Problematik automatischer Desinfektionsverfahren tUblicherweise nicht darin
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alle Oberflachen zu erreichen, sondern darin eine ausreichende Dosis gleichmafig auf alle
Oberflachen zu verteilen [12,21,22]. Diese Schwierigkeit betrifft auch die Desinfektion mit UV-
C Strahlung [16]. Eine Verbesserung dieser Problematik wurde vor allem in den letzten Jahren
durch die Entwicklung autonom fahrender UV-C Roboter vorangetrieben [16]. Hierdurch soll
eine gleichmaRigere Bestrahlung aller Oberflachen im Raum vor allem durch die Reduktion
der Schattenbildung ermdglicht werden [16]. Insbesondere als Zusatz zur manuellen Reini-
gung- und Desinfektion wird der automatischen UV-C Desinfektion ein hohes Potential zuge-
schrieben [23].

1.1.3 Reprasentativitat von Wirksamkeitsprifungen unter Laborbedingungen

Fir Desinfektionen im komplexen Krankenhausumfeld wurden im Vergleich zur berichteten in-
vitro Effektivitat geringere Wirksamkeiten festgestellt [24]. Ursachlich hierfir kbnnen Faktoren
wie die Oberflachenbeschaffenheit, die aufgebrachte Desinfektionsmittelkonzentration und
Kontaktzeit, aber auch potentiell umweltbedingte Anpassungen der Zielmikroorganismen sein
[24]. Far die Prufung von Desinfektionsverfahren werden in der Regel die fur das jeweilige
Anwendungsgebiet reprasentativen Labor- und Teststdmme verwendet [25]. Diese Stan-
dardtestorganismen, die als Referenzstdmme verwendet werden, kénnen sich gegenlber
Desinfektionsmitteln unter Umstanden anders verhalten als die grof3e Vielfalt von Bakterien-
klonen, die in der Krankenhausumgebung vorkommen. Auch in der aktuellen Version des nor-
mativen Standards zur Testung der Wirksamkeit chemischer Desinfektionsmittel DIN EN
14885-2023:07 wird der Aspekt erwahnt, dass kunstlich eingebrachte Mikroorganismen gege-
benenfalls nicht ausreichend reprasentativ fur die Wirksamkeit gegenuber der nattrlicherweise

auf Oberflachen vorhandenen Mikroflora sein kdnnten [25].

Um auf unbelebten Oberflachen und somit unter Stressbedingungen uberleben zu kénnen,
sind Mikroorganismen mit verschiedensten Schutzfaktoren ausgestattet [26]. Das Vorhanden-
sein einer starken Pigmentierung, die Fahigkeit zur Bildung von antioxidativen Enzymen oder
Biofilmen, der erfolgreiche Umgang mit schwankender oder extremer relativer Luftfeuchtigkeit,
Temperatur und Nahrstoffangebot kdnnen eine erhdhte Tenazitat [26,27] und moglicherweise
auch eine erhohte Toleranz gegenuber UV-C Strahlung bedeuten. Fir den relevanten Kran-
kenhauserreger S. aureus konnte beobachtet werden, dass die Auspragung der Pigmentie-
rung moglicherweise die Toleranz gegeniiber UV-C beeinflussen kann [28]. Auch die Fahigkeit
zur Katalasebildung wurde als Ursache fur eine erhdhte Resistenz von S. aureus im Vergleich
zum biologischen Indikatororganismus Geobacillus stearothermophilus gegenuber Wasser-
stoffperoxid vermutet [29]. Der Wirkmechanismus von UV-C Strahlung beruht unter anderem
auch auf der Bildung reaktiver Sauerstoffspezies, welche bei der Absorption entstehen und
zur Schadigung von Mikroorganismen flihren [30]. Da die Katalase in der Lage ist reaktive
Sauerstoffspezies abzubauen, kdnnten Unterschiede in der Fahigkeit der Katalasebildung die
UV-C-Toleranz von Mikroorganismen beeinflussen. Ein weiterer Faktor, der die Persistenz von
7
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Bakterien auf Oberflachen beeinflusst und den Schutz vor Umwelteinflissen erhoht, ist die
Produktion von extrazellularen polymeren Substanzen [26]. Bakterien innerhalb eines solchen
Biofilms kénnen vor einem direkten Kontakt mit Desinfektionsmittel beziehungsweise direkter
Bestrahlung mit UV-C geschutzt werden [26,31]. Es konnte gezeigt werden, dass diese Ab-
schirmung eine erhdhte UV-C Toleranz von Biofilmen im Vergleich zu planktonischen Zellen
bedingt [31].

Das Vorliegen unterschiedlicher phanotypischer Auspragungen dieser Schutzfaktoren bei kli-
nischen Isolaten der gleichen Erregerspezies kénnte somit Unterschiede in der UV-C Toleranz
hervorrufen. Testorganismen, die fir Wirksamkeitsprifungen verwendet werden, weisen unter
Umstanden keine dieser umweltbedingten Adaptionen auf, sodass fraglich ist, inwiefern eine
wirksame Reduktion gegenuber den Testorganismen aussagekraftig fur eine Wirksamkeit ge-
genuber klinischen Isolaten ist. Dieses Wissen ist entscheidend fur die Etablierung standardi-
sierter Wirksamkeitsprifungen, welche reprasentativ fur die Wirksamkeit gegenliber natirlich

vorkommenden Mikroorganismen sein sollen.
1.1.4 Feldstudien zur Beurteilung der Wirksamkeit von Desinfektionsverfahren

Standardisierte Zulassungsverfahren und normgerechte in-vitro Studien sind geeignet, um zu
ermitteln mit welcher Formulierung und Dosierung eine prinzipiell zuverlassige Wirksamkeit
erzielt werden kann [24]. Dies wird durch die Definition klarer Einwirkzeiten und Konzentration,
welche die erforderliche Reduktion von Testorganismen auf Oberflachen erzielen, ermdoglicht
[24]. Solche Laborstudien sind jedoch mdglicherweise nicht geeignet, um auch in der Realitat
eine Wirksamkeit gewahrleisten zu kénnen. Uy et al. berichteten beispielsweise, dass nicht
alle getesteten kommerziellen Desinfektionsmitteln bei einer Verwendung in der vom Herstel-
ler empfohlenen Verdiinnung eine erfolgreiche Desinfektion unter den realen Labortestbedin-
gungen erzielten [32]. In einer weiteren Verdéffentlichung wurden, obwohl vor der Desinfektion
bereits nur eine geringe mikrobielle Belastung vorhanden war, auch nach der manuellen Des-

infektion Staphylokokken auf Oberflachen nachgewiesen [33].

Daher wird zunehmend empfohlen die Wirksamkeit von Desinfektionsverfahren auch in Feld-
studien unter den typischen Einsatzbedingungen eines Produktes und gegen nattrlich vor-
kommende Mikroorganismen zu beurteilen [25]. Die Sinnhaftigkeit von Phase-3-Tests (Feld-
studien) wird auch im Anhang der DIN EN 14885:2023 ausgeflhrt [25]. Vor allem flr neuartige
Produkte, flr welche nur unzureichende Daten vorliegen und gegebenenfalls noch keine ge-

normten Laborverfahren definiert sind, ist die Durchfiihrung von Feldstudien empfohlen [25].

Die Etablierung einer Feldstudie unter realistischen, reprasentativen und reproduzierbaren Be-
dingungen ist jedoch schwierig. Insbesondere eine standardisierte Bewertung der Wirksamkeit
durch die Berechnung von Reduktionsfaktoren im Bereich von drei bis funf log1o-Stufen ist

aufgrund der Uberwiegend geringen Oberflachenkontaminationen im Krankenhausumfeld
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nicht moglich [3,25]. Zudem ist es eine Herausforderung Oberflachen mit einer vergleichbaren,

ausreichend hohen und reprasentativen natirlichen mikrobiellen Belastung zu identifizieren.

Bei automatisierten UV-C Raumdesinfektionsgeraten handelt es sich um Technologien, fir die
eine Wirksamkeitsprifung im Labor méglicherweise nicht ausreicht, um die Wirksamkeit im
praktischen Einsatz zu gewahrleisten. Ursachlich hierfir ist, neben den beschriebenen maogli-
chen erregerspezifischen Unterschieden in der UV-C Toleranz, die Vielzahl weiterer Faktoren,
welche die Wirksamkeit von UV-C in der Praxis beeinflussen. Eine erfolgreiche Inaktivierung
ist, wie bereits erwahnt, insbesondere von der Ausbringung einer ausreichenden Dosis UV-C
Strahlung auf die Zieloberflache abhangig. Bedingt durch die Raumgeometrie befinden sich
die Oberflachen in einem Raum Ublicherweise in unterschiedlichen Entfernungen zur UV-C
Strahlungsquelle [21], sodass unterschiedliche Dosen auf die zu desinfizierenden Oberflachen
einwirken. Des Weiteren kénnen Einrichtungsgegenstande Schattenbildung hervorrufen und
somit Bereiche ohne direkte Bestrahlung mit UV-C verursachen [21], wodurch reduzierte Des-
infektionsleistungen bedingt werden [16,18]. Zudem wird die Effektivitat reduziert sobald orga-
nisches Material auf Oberflachen vorhanden ist, da hierdurch ebenfalls die direkte Bestrahlung
von Mikroorganismen eingeschrankt werden kann [16,18,21]. Auch die Beschaffenheit der
Oberflache kann einen Einfluss auf die Desinfektionswirksamkeit haben [18]. So wurde bei-
spielsweise auf einer Plastiktestoberflache eine geringere Reduktion im Vergleich zu Edel-
stahl, Porzellan und Chrom Testoberflachen erzielt [15]. Die beschriebenen Faktoren sind je
Einsatzgebiet und Raumbedingungen sehr individuell. Daher wird fur den Einsatz von auto-
matischen UV-C Raumdesinfektionssystemen die Durchfiihrung mikrobiologischer Verifizie-
rungstests bzw. Feldstudien in der jeweiligen klinischen Umgebung empfohlen, um die Wirk-

samkeit unter den jeweiligen Einsatzbedingungen sicherzustellen [21].

1.2 Fragestellung und Zielsetzung

Kontaminierte Oberflachen stellen eine relevante Ursache fir die Verbreitung nosokomialer
Infektionserreger dar. Zur Reduktion von Oberflachenkontaminationen und der Verbesserung
von Desinfektionsleistungen wurden in den vergangenen Jahren vermehrt automatische

Raumdesinfektionsverfahren basierend auf UV-C Strahlung eingesetzt.

Aufgrund der Vielzahl von verschiedenen Schutzfaktoren, die Mikroorganismen unter umwelt-
bedingten Stressbedingungen ausbilden und somit hohe Umweltpersistenz erreichen kénnen,
sind die in Wirksamkeitsprifungen Ublicherweise eingesetzten Standardtestorganismen mog-
licherweise nicht ausreichend reprasentativ flr eine Wirksamkeit gegeniber natirlicherweise

auf Oberflachen vorkommenden Mikroorganismen.

Hieraus ergibt sich die Fragestellung, inwiefern Unterschiede in der UV-C Toleranz zwischen
genetisch verschiedenen klinischen Isolaten und den jeweiligen Standardtestorganismen fur

die relevanten krankenhausassoziierten Infektionserreger VRE und MRSA vorhanden sind.
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Zudem ist fraglich, inwiefern Unterschiede der phanotypischen Auspragung von Isolaten der
gleichen Erregerspezies die UV-C Toleranz beeinflussen. Diese Fragestellungen wurden in

den nachfolgenden beiden Teilprojekten bearbeitet:

I.  Untersuchung der UV-C Toleranz von zehn genetisch verschiedenen klinischen Van-
comycin-resistenten Enterococcus faecium (VRE) Isolaten [34]

II. Einfluss phanotypischer Unterschiede von klinischen Staphylococcus aureus Isolaten
auf die UV-C Toleranz [35]

Die ublicherweise in Laborexperimenten ermittelten wirksamen UV-C Dosen sind aufgrund der
Vielzahl von anwendungsspezifischen Faktoren, welche die Wirksamkeit in der Praxis beein-
flussen, nicht geeignet, um unter den komplexen Bedingungen des Krankenhauses Mikroor-
ganismen effektiv zu inaktivieren. Daher ist die Entwicklung und Etablierung einer reproduzier-
baren Phase 3 Feldstudie zur Beurteilung der Wirksamkeit in der Praxis von grof3er Relevanz.
Die Durchfihrung dieser reprasentativen Feldstudie sollte die Beurteilung der Wirksamkeit ei-
nes UV-C Desinfektionsroboters im Vergleich zum Standarddesinfektionsverfahren ermdogli-

chen. Die Bearbeitung dieser Fragestellung erfolgte in Teilprojekt III:

[ll. Vergleich der Desinfektionsleistung eines automatischen UV-C Desinfektionsroboters
mit manueller Wischdesinfektion mittels standardisiertem Testverfahren unter Realbe-
dingungen [36]

Die gewonnenen Erkenntnisse haben zum Ziel eine bessere Beurteilung der Wirksamkeit au-
tomatischer UV-C Desinfektionsverfahren sowie Verifikation ihrer Leistung in der komplexen
Krankenhausumgebung zu ermoglichen und somit zu einer Erhdohung der Patientensicherheit

durch Verbesserung von Desinfektionsprozessen beizutragen.

1.3 Methodik

Far die Beantwortung der Fragestellungen wurden zwei experimentelle Studien unter Realitat
simulierenden Testbedingungen (I+1) sowie eine Feldstudie (II) durchgefuhrt. Die hierbei ver-
wendeten Methoden werden nachfolgend zusammenfassend dargestellt. Fur detaillierte Infor-

mationen zu den Methoden wird auf die Originalpublikationen verwiesen [34—36].
1.3.1 Laborexperimente zur Untersuchung der UV-C Toleranz klinischer Isolate

Fir die Ermittlung von Unterschieden in der UV-C Toleranz zwischen verschiedenen klini-
schen Isolaten derselben Erregerspezies sowie den Standardtestorganismen wurden standar-
disiert artifiziell kontaminierte Oberflachen (25 cm? Keramikkachel) hergestellt. Diese waren
jeweils mit einer bakteriellen Kontamination zwischen 5 x 10° und 5 x 108 Koloniebildenden
Einheiten (KBE)/25cm? belastet. Fir die Testungen wurden 10 genetisch diverse klinische
VRE Isolate sowie acht genetisch diverse klinische MRSA Isolate und ein visuell nicht pigmen-
tiert erscheinendes S. aureus Isolat verwendet. Als Standardtestorganismen wurden in Uber-

einstimmung mit den normativen Vorgaben Enterococcus hirae ATCC 10541 sowie S. aureus
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ATCC 6538 verwendet [25,37]. Flr die Gewahrleistung einer realitdtsnahen Kontamination
wurde die bakterielle Kontamination mit geringer organischer Belastung (0,3 %ig) versetzt. Die
Desinfektion wurde mit dem automatischen UV-C Desinfektionsroboter UVD robot Modell C
(UVD Robots, Odense, Danemark) mit einer Wellenlange von 254 nm und einer Bestrahlungs-

starke von 2.500 yW/cm? bei einer Entfernung von 1 m zur UV-C Lichtquelle durchgefihrt.

Die kontaminierten Oberflachen wurden in 1,0 und 1,5 m Entfernung zur UV-C Lichtquelle in
einer standardisierten Weise horizontal positioniert und flir 20 s bestrahlt, sodass eine Dosis
von 50 bzw. 22 mJ/cm? appliziert wurde. Nach der Desinfektion wurde die bakterielle
Konzentration (KBE/cm?) auf den bestrahlten Oberflachen sowie Kontrolloberflachen
bestimmt. Hierfir wurden diese mittels standardisiertem Abstrichverfahren untersucht und
anschliefend quantitative Kulturen im Doppelansatz hergestellt. Die Wirksamkeit der UV-C
Desinfektion gegenuber den verschiedenen Kklinischen Isolaten wurde anhand von
Reduktionsfaktoren ermittelt. Dazu wurde der dekadische Logarithmus (logio) der
Bakterienzahlen nach der Desinfektion von dem log1o der Bakterienzahlen vor der Desinfektion
subtrahiert. Die Ergebnisse wurden in funf unabhangigen Experimenten je klinischem Isolat
ermittelt. Die Beurteilung von Unterschieden in der UV-C Toleranz der verschiedenen
klinischen Isolate erfolgte durch statistische Vergleiche der Mittelwertunterschiede der
Reduktionen mit einer one-way ANOVA (Befehl anova_test). Bei signifikanten Ergebnissen
wurden anschlieBend paarweise Vergleiche (Tukey HSD oder unabhéangiger t-test)

durchgefihrt.

Zudem wurde der mdgliche Einfluss von phanotypischen Unterschieden in der Pigmentierung,
der Katalasebildung sowie der Fahigkeit zur Biofilmbildung auf die UV-C Toleranz klinischer
S. aureus lIsolate untersucht. Fir die Bestimmung der Pigmentierung wurde der Staphylo-
xanthingehalt unter Verwendung einer Methanolextraktionsmethode quantifiziert. Mittels einer
visuellen Methode wurde die Katalaseaktivitat bestimmt. Das Ausmal der Schaumbildung,
welche bei der Reaktion von Triton-X und 30 % Wasserstoffperoxid mit der Bakteriensuspen-
sion entstanden ist, zeigte die Katalaseaktivitat an. Die Fahigkeit zur Biofilmbildung wurde un-
ter drei verschiedenen Wachstumsbedingungen (Standardkulturmedium (SK), SK + 4 % NacCl,
SK + 4 % Ethanol) mit einem Biofilm-Assay untersucht. Nach Farbung mit Genitanaviolett und
anschlie®ender Auswaschung und Trocknung wurden die Absorptionswerte bei spezifischer
Wellenlange mit einem Mikroplatten-Reader bestimmt. AbschlieRend wurde geprift, ob ein
Zusammenhang zwischen den Unterschieden in den phanotypischen Auspragungen und den

durch die UV-C Desinfektion erzielten Reduktionen zu beobachten war.
1.3.2 Feldstudie zur Beurteilung der UV-C Desinfektionswirksamkeit in der Praxis

Die Feldstudie wurde in drei Untersuchungsrdume einer onkologischen Ambulanz mit gleicher
Grole und Raumgeometrie etabliert. Jeder Raum war mit vier modellgleichen Behandlungs-

liegen ausgestattet. Die Liegen unterlagen einer gleichmaRigen, haufigen und Uber langere
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Zeit bestehenden Nutzung mit direktem Hautkontakt durch Patienten, die haufig Risikofaktoren
fur den Erwerb von krankenhausassoziierten Infektionserregern aufwiesen. Aufgrund der Art
der Nutzung wurde im Vergleich zum sonstigen klinischen Umfeld eine hohe naturliche mikro-

bielle Belastung der Oberflachen angenommen.

Um das Vorliegen einer entsprechend den Anforderungen natirlich hoch kontaminierten Ober-
flache nachzuweisen, wurde vor der Desinfektion je Untersuchungsliege an sechs definierten
Handkontaktflachen (78-100 cm?) die Gesamtkeimzahl bestimmt. Hierfiir wurden die Oberfla-
chen mittels Abstrichverfahren untersucht und anschlie®end quantitative Kulturen hergestellit.
Jeweils zwei Liegen pro Raum wurden vor und zwei Liegen nach der Desinfektion untersucht,
sodass insgesamt je 36 Werte flr die bakterielle Konzentration vor und nach Desinfektion er-
hoben wurden. Zudem wurde qualitativ ermittelt, ob die relevanten Infektionserreger E. fae-
cium und S. aureus auf den Oberflachen nachgewiesen werden konnten. Es wurden sechs
unabhangige Experimente fur das UV-C Desinfektionsverfahren (UVD Robot Modell C) ohne
vorherige manuelle Reinigung und drei unabhangige Experimente fir die manuelle Wischdes-
infektion mit alkoholisch-vorgetrankten Tuchern (Bacillol® AF Tissues, Paul Hartmann AG,
Deutschland) durchgefihrt.

Fir die Desinfektion mit UV-C wurden acht gleichmaRig im Raum verteilte Desinfektionspunkte
definiert. An diesen Punkten verweilte der UV-C Roboter jeweils flir eine Bestrahlungszeit von
50 s, bevor er unter kontinuierlicher Strahlung automatisch zum nachsten Desinfektionspunkt
fuhr. Die manuelle Desinfektion erfolgte in Ubereinstimmung mit der vom Hersteller definierten
Einwirkzeit und der maximal mit einem Tuch zu desinfizierenden Flache. Um eine vergleich-
bare Applikationstechnik und Mechanik zu gewahrleisten, wurde die manuelle Desinfektion

durch eine einzelne Person durchgefihrt.

Die Bewertung der Wirksamkeit wurde anhand von zwei verschiedenen Kriterien vorgenom-
men: Zum einen wurde durch den Vergleich der oberflachenspezifischen bakteriellen Konzent-
ration vor und nach der Desinfektion die logarithmische Reduktion fur die UV-C und die ma-
nuelle Desinfektion bestimmt. Durch die statistische Analyse mittels t-test wurde bewertet, ob
die beobachteten Unterschiede in den Reduktionen je Oberflache zwischen den beiden Des-
infektionsverfahren statistisch signifikant (P < 0,05) waren. Zudem wurde die Wirksamkeit an-
hand des Desinfektionserfolges beurteilt. Als Kriterium flir eine saubere Oberflache wurde eine

Gesamtkeimzahl <1 KBE/cm? und kein Nachweis von relevanten Infektionserregern festgelegt.

1.4 Ergebnisse

1.4.1 Unterschiede in der UV-C Toleranz von E. faecium und S. aureus Isolaten

Der Vergleich der erreichten Reduktionen bakterieller Konzentrationen auf Oberflachen nach

der Desinfektion mit UV-C Bestrahlung ergab Unterschiede sowohl zwischen den verschiede-
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nen klinischen VRE Isolaten als auch dem Standardtestorganismus E. hirae ATCC 10541 (Ab-
bildung 1A) [34]. Bei einer UV-C Dosis von 50 mJ/cm? wurden Reduktionen im Bereich von
4,01 bis 2,96 logio (im weiteren Textverlauf wird jeweils der Median angegeben; maximale
Differenz: 1,05 log1o) ermittelt (Abbildung 1A). Sowohl bei den UV-C tolerantesten als auch
sensibelsten Isolaten handelt es sich um klinische Isolate. Fur die Unterschiede zwischen den
drei tolerantesten und dem sensibelsten Isolat wurde jeweils eine statistische Signifikanz fest-
gestellt. Bei der geringeren Bestrahlungsdosis von 22 mJ/cm? wurde eine leichte Zunahme der
Differenz zwischen den erreichten Reduktionsfaktoren beobachtet (maximale Differenz: 1,39
log1o; Abbildung 1A). Das UV-C toleranteste Isolat wurde um 2,15 log+o reduziert, wahrend fur
das Sensibelste eine Reduktion von 3,54 log1o erzielt wurde (Abbildung 1A). Eine statistisch
signifikant unterschiedliche Reduktion wurde fir das toleranteste Isolat im Vergleich zu den
funf sensibelsten Isolaten identifiziert. Ebenso war der Unterschied zu E. hirae ATCC 10541

statistisch signifikant.

Auch der Vergleich der erreichten Reduktionen von acht genetisch verschiedenen klinischen
MRSA Isolaten, einem visuell nicht pigmentiert erscheinenden klinischen S. aureus Isolat und
dem Testorganismus S. aureus ATCC 6538 zeigte Unterschiede in der UV-C Toleranz (Abbil-
dung 1B) [35]. Eine Bestrahlung mit 50 mJ/cm? ergab Reduktionen im Bereich von 4,86 bis
5,99 log1o (Differenz: 1,13 log1o; Abbildung 1B). Ein signifikanter Unterschied der Reduktionen
konnte fUr den Vergleich des tolerantesten mit dem sensibelsten klinischen Isolat ermittelt wer-
den. Die erreichten Reduktionen nach Bestrahlung mit einer Dosis von 22mJ/cm? waren im
Bereich von 4,68 bis 5,11 log+o (Differenz: 0,43 log1o, Abbildung 1B). Die statistische Analyse
ergab keine signifikant unterschiedlichen Reduktionen. Der Standardtestorganismus S. aureus

ATCC 6538 weist mit den klinischen Isolaten vergleichbare Reduktionen auf.

Die getesteten klinischen S. aureus Isolate wurden auch auf das Vorliegen von Unterschieden
in den phanotypischen Auspragungen Pigmentierung, Katalaseaktivitat und Fahigkeit zur Bio-
filmbildung untersucht [35]. Visuell konnte ein Unterschied in der Pigmentierung der klinischen
Isolate beobachtet werden [35]. Dieser subjektive Unterschied wurde durch die Quantifizierung
des Staphyloxanthingehalts bestatigt. Hierbei wurde fur S. aureus ATCC 6538 der hochste
Staphyloxanthingehalt festgestellt (normalisierte Absorption bei 465 nm (Ases), Median 0,325).
Fir MRSA ST59/t216 wurde ebenfalls eine starke Pigmentbildung (Asss Median 0,245) ermit-
telt, wahrend die weiteren Isolate eine vergleichbare Pigmentierung mit Asss Werten im Bereich
von 0,19 bis 0,13 aufwiesen. Der geringste Staphyloxanthingehalt wurde flir das optisch nicht

pigmentiert erscheinende Isolat gemessen.

Auch beziglich der Katalaseaktivitat wurden Unterschiede zwischen den verschiedenen klini-
schen Isolaten festgestellt [35]. Die starkste Katalasebildung zeigte S. aureus ATCC 6538.
Eine Katalaseaktivitat im oberen mittleren Bereich (Median 5,2 bis 6,2 cm) wurde fir MRSA

ST59, ST22 und ST5 beobachtet, wahrend fir die weiteren Isolate eine Aktivitat im unteren
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mittleren Bereich (Median 2,7 bis 4,1) festgestellt wurde. Das Isolat MRSA ST8/t023 zeigte

eine deutlich geringere Katalasebildung (Median 1,4).

Die Fahigkeit der Biofilmbildung wurde fiir sechs der insgesamt zehn S. aureus Isolate nach-
gewiesen [35]. Unter nicht induzierenden Wachstumsbedingungen konnte nur fir MRSA
ST45/t015 eine starke Biofilmbildung beobachtet werden. Die Zugabe von Natriumchlorid
fuhrte bei funf Isolaten zu einer vermehrten Biofilmbildung, sodass unter diesen Bedingungen
vier Isolate eine als stark bewertete Biofilmbildung aufwiesen. Auch die Zugabe einer subinhi-
bitorischen Konzentration Ethanol induzierte eine verstarkte Biofilmbildung von MRSA
ST45/t015. Bei den weiteren biofilmpositiven Isolaten flhrte dies jedoch zu einer Reduktion

der Biofilmbildung.

Die Analyse der phanotypischen Auspragungen ergab deutliche Unterschiede zwischen den
S. aureus Isolaten. S. aureus ATCC 6538 zeigte sowohl die starkste Pigmentierung als auch
Katalaseaktivitat. Im Vergleich zu den weiteren Isolaten konnte jedoch keine erhdhte oder ver-
minderte UV-C Toleranz festgestellt werden. Auch die stark ausgepragte Biofiimbildung von
MRSA ST45/t015 resultierte nicht in einer erhdhten oder verminderten UV-C Toleranz. Ein
Zusammenhang zwischen den untersuchten unterschiedlichen phanotypischen Auspragun-
gen der klinischen Isolate mit einer verminderten oder erhdhten Toleranz gegenlber verschie-

denen UV-C Strahlungsdosen konnte nicht festgestellt werden.
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Abbildung 1: Reduktion verschiedener Enterococcus faecium (A) [34] und Staphylococcus aureus (B) [35] Iso-
late bei einer Bestrahlungsdosis von 50 und 22 mJ/cm? Die Boxplots beinhalten die in fiinf unabhédngigen Experi-
menten ermittelten Reduktionen. Der weil3 markierte Boxplot zeigt den jeweiligen ATCC Referenzorganismus.
Signifikante Mittelwertunterschiede werden durch die Verbindung mittels Klammern dargestellt. Hierbei bedeuten
*=P<0,01, **=P<0,001, ™ =P <0,0001 und **** = P < 0,00001. Die Boxplots sind aufsteigend in der Rei-
henfolge des Median sortiert.

1.4.2 Feldstudie zur Prifung der Wirksamkeit von UV-C und manueller Desinfektion

Far den Nachweis der Wirksamkeit von automatischen UV-C Desinfektionsverfahren in der
realen Anwendung wurde eine Feldstudie entwickelt und etabliert [36]. Die mikrobielle Unter-
suchung der Handkontaktflachen mit UV-C- bzw. manuellen Desinfektion ergab eine mittlere
bakterielle Kontamination von 23,3 bzw. 29,7 KBE/cm? (Abbildung 2A). Die Kopflehne wurde
sowohl vor der UV-C- als auch der manuellen Desinfektion als am hdchsten kontaminierte
Oberflache identifiziert (Median: 27,4 KBE/cm? bzw. 37,3 KBE/cm?). Auf der Bedienung zum
Verstellen der Untersuchungsliege (Median: 12,1 bzw. 19,8 KBE/cm?) und dem Patientenruf-
knopf (Median 9,4 bzw. 14,8 KBE/cm?) wurden mittlere bakterielle Kontaminationen nachge-
wiesen. Die Armlehnen und die Sitzflache wiesen die geringsten Kontaminationen im Bereich
von 3,9 bis 9,3 KBE/cm? (Median) auf. Neben der bakteriellen Kontamination wurden auf den
Oberflachen haufig visuelle Verschmutzungen mit Fett und Hautschuppen beobachtet. Die
qualitative Untersuchung hinsichtlich des Vorhandenseins relevanter nosokomialer Infektions-
erreger ergab vor der Testung beider Desinfektionsverfahren den Nachweis von S. aureus und

E. faecium. Hierbei wurde vor der UV-C bzw. manuellen Desinfektion auf jeweils 5/216 bzw.
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6/106 Oberflachen E. faecium und auf 18/216 bzw. 12/106 Oberflachen S. aureus nachgewie-
sen. Die Kontaminationen auf den untersuchten Handkontaktflachen vor der UV-C und der
manuellen Desinfektion waren quantitativ und qualitativ vergleichbar. Geeignete Testbedin-

gungen fur die Durchfihrung von Feldstudien konnten gezeigt werden.

Die Desinfektion mit UV-C ohne eine vorherige Reinigung erzielte eine Reduktion der bakteri-
ellen Gesamtkeimzahl auf 0,35 KBE/cm? (Median). Die héchste Belastung wurde hierbei wei-
terhin auf der Kopflehne nachgewiesen (Median 0,6 KBE/cm?). Flr die verschiedenen Ober-
flachen wurden somit Reduktionen im Bereich von 0,5 bis 1,2 log1o (Median) ermittelt (Abbil-
dung 2B). Durch die automatische Desinfektion mit UV-C konnte fiir 163 von 216 Oberflachen
die Erfullung der Kriterien einer sauberen Oberflache festgestellt werden. 24,5 % der unter-
suchten Oberflachen zeigten jedoch weiterhin Gesamtkeimzahlen oberhalb des definierten
Grenzwertes fur eine saubere Oberflache. Zudem wurden auf drei Oberflachen auch nach der

UV-C Desinfektion E. faecium und S. aureus nachgewiesen.

Die manuelle Desinfektion ergab eine Reduktion der bakteriellen Konzentration auf 0,1
KBE/cm? (Median). Hierbei wurde die hochste Gesamtkeimzahl auf der Armlehne rechts fest-
gestellt (Median 0,13 KBE/cm?). Die erreichten Reduktionen betrugen im Median 0,8 bis 1,9
log1o. FUr 98,1 % der untersuchten Oberflachen (104/106) wurden die Kriterien fir eine sau-
bere Oberflache erflillt. E. faecium und S. aureus konnten nach Durchfliihrung der manuellen

Desinfektion nicht nachgewiesen werden.

Die statistische Analyse der Mittelwertunterschiede der erreichten Reduktionen ergab fir die
Oberflachen Armlehne rechts, fir die Bedienung der Untersuchungsliege, fir den Patienten-
rufknopf sowie die Sitzflache keine statistisch signifikanten Unterschiede zwischen manueller
und UV-C Desinfektion. Bei den erreichten Reduktionen am Kopfteil (95 % Kl [-1,17; -0,25], P
= 0,004) sowie an der Armlehne links (95 % KI [-0,516; -0,009], P = 0,04) konnten jedoch

statistisch signifikante Unterschiede festgestellt werden.
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Abbildung 2: Bakterielle Belastung der Oberfléchen vor und nach UV-C bzw. manueller Desinfektion (A) und er-
mittelte logio-Reduktionen (B) [36]. Die wei8en Boxplots (A) stellen die Anzahl Koloniebildender Einheiten (KBE)
pro cm? auf den jeweiligen Oberfldchen vor UV-C bzw. manueller Desinfektion dar. Mit hell- und dunkelgrau ge-
fiillte Boxplots (A) représentieren die Anzahl KBE/cm? nach UV-C bzw. nach alkoholischer Wischdesinfektion. Die
gestrichelte schwarze Linie zeigt die Nachweisgrenze, wédhrend die farbigen Linien die fiir eine erfolgreiche (griin)
bzw. unzureichende Desinfektion (rot) definierten Grenzwerte darstellen. Die ermittelten logio-Reduktionen wer-
den durch hellgrau (UV-C) und dunkelgrau (manuelle Desinfektion) gefiillte Boxplots représentiert (B). Die Ergeb-
nisse des paarweisen Vergleiches der Mittelwertunterschiede werden durch Klammern dargestellt. Hierbei bedeu-
ten ns = nicht signifikant, * = P < 0,05 und ** = P < 0,01.
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1.5 Diskussion

1.5.1 Relevanz klinischer Isolate in der Wirksamkeitspriufung von UV-C Desinfektion

Die Persistenz von Bakterien in der unbelebten Umwelt wird durch eine Vielzahl von Faktoren
beeinflusst. Neben dem Oberflachenmaterial, der Umgebungstemperatur und der relativen
Luftfeuchtigkeit sind beispielsweise die Art der Bakterienspezies und der Ort der Isolation aus-
schlaggebend [26,27]. Dies konnte beispielsweise fur A. baumannii gezeigt werden: Isolate,
welche unmittelbar von Oberflachen aus der Umwelt gewonnen wurden, zeigten eine langere
Persistenz auf Oberflachen, als aus flissigen Materialien gewonnene Isolate [38]. Auch der
Standardtestorganismus A. baumannii ATCC 19606 zeigte eine geringere Persistenz als die
aus der unbelebten Umwelt stammenden Isolate [38]. Zudem kdnnen weitere Faktoren wie
das Vorhandensein von Pigmentierung oder die Bildung von Biofilmen die Uberlebensfahigkeit

auf unbelebten Oberflachen beeinflussen [27].

Gute Uberlebensfahigkeiten auf Oberflachen sind haufig auf eine hohe Anpassungsfahigkeit
und schnelle Reaktionen auf Umweltstressfaktoren zurlckzufuhren. S. aureus Stamme verfu-
gen Uber eine Vielzahl von Mechanismen zur Abwehr von oxidativem Stress, der durch exo-
gene und endogene Reaktionen verursacht werden kann [39]. Die Pigmentierung und das
antioxidative Enzym Katalase sind zwei der von S. aureus produzierten Schutzfaktoren
[39,40], die mit einer guten Uberlebensfahigkeit auf unbelebten Oberflachen in Verbindung
gebracht werden. Die Expression der Schutzfaktoren von Staphylokokken gegen schadliche
Umwelteinflisse und oxidativen Stress wird durch ein komplexes regulatorisches Netzwerk
gesteuert [40]. Auch ohne das Vorhandensein von Umweltstressfaktoren kann dieses Netz-
werk unterschiedlich ausbalanciert sein, sodass sich die Expressionsniveaus dieser Schutz-

faktoren zwischen den einzelnen Stammen unterscheiden konnen.

Bei Wirksamkeitspriufungen im Rahmen von Zulassungsstudien und Laborexperimenten wer-
den ublicherweise die fur das jeweilige Einsatzgebiet des Desinfektionsverfahrens definierten
Standardtestorganismen verwendet [25,37]. Laborstamme werden in der Regel unter optima-
len Wachstumsbedingungen angezichtet. Hierbei sind sie normalerweise keinen Um-
weltstressfaktoren ausgesetzt, sondern haben ein reichhaltiges Angebot an Nahrstoffen. Eine
verstarkte Expression von Schutzfaktoren oder Ausbildung von Mechanismen zur Anpassung
an Stress ist unter diesen Bedingungen nicht anzunehmen. Es ist daher fraglich, ob sich klini-
sche Isolate, welche bereits die Fahigkeit bewiesen haben aulerhalb ihres Ublichen Habitats
zu persistieren, gegeniber UV-C Desinfektion anders verhalten als die Referenzorganismen.
Dieses Wissen ist essentiell, damit die Prifung der Wirksamkeit mit geeigneten reprasentati-
ven Erregern durchgeflihrt und somit fir die Realitat relevante Ergebnisse erzielt werden koén-

nen.

18



Diskussion

Daher wurde die UV-C Toleranz genetisch verschiedener klinischer E. faecium [34] und S. au-
reus [35] Isolate unter standardisierten Bedingungen im Vergleich zu den jeweiligen Stan-
dardtestorganismen untersucht. Fir die zehn klinischen VRE Isolate wurde bei einer Dosis
von 50 mJ/cm? eine Reduktion im Bereich von 2,96 bis 4,01 log1o (Median) erreicht. Bei glei-
cher Bestrahlungsdosis wurden die untersuchten neun klinischen S. aureus lIsolate (acht
MRSA) um 4,86 bis 5,99 logio (Median) reduziert. Die Bestrahlung mit einer Dosis von 22
mJ/cm? flhrte bei beiden Erregern zu einer geringeren Reduktion. Diese betrug bei E. faecium

zwischen 2,15 und 3,54 log1o und bei S. aureus zwischen 4,68 bis 5,11 logo.

Fir das Erzielen einer 5 log1o Reduktion ist gemal Literaturangaben eine Dosis zwischen 3,7
und 34 mJ/cm? fiir verschiedene S. aureus Isolate sowie 15 mJ/cm? fir VRE erforderlich [14].
In einem durch den Hersteller des Roboters verdéffentlichten Leitfaden wird eine Reduktion von
4 log1o bei einer Dosis von 50 mJ/cm? fur E. faecium und 10,4 mJ/cm? fUr S. aureus beschrie-
ben [41]. Die in der vorliegenden Arbeit verwendeten Bestrahlungsdosen erflllen sowohl die
gemal der Literatur als auch nach Herstellerleitfaden erforderlichen Dosen flir das Erreichen
einer 4 logio Reduktion. Wahrend alle getesteten S. aureus Isolate bei beiden Bestrahlungs-
dosen um > 4 log1o reduziert wurde, konnte dies fir die verschiedenen E. faecium Isolate nicht

beobachtet werden.

Der Vergleich der Ergebnisse dieser Arbeit mit weiteren Publikationen zeigt trotz der Anwen-
dung vergleichbarer Bestrahlungsdosen Uberwiegend abweichende Reduktionen. Nerandzic
et al. beobachteten beispielsweise eine mittlere Reduktion von ca. 2,7 bis 3,3 logo fur ver-
schiedene S. aureus Stamme und ca. 3,2 bis 4,4 log+o fur VRE Isolate nach Bestrahlung von
artifiziell mit einer bakteriellen Konzentration von 3-5 logio kontaminierten Laboroberflachen
bei einer UV-C Dosis von 22,000 yWs/cm? (entspricht 22 mJ/cm?) [42]. Diese Ergebnisse sind
fur E. faecium um bis zu 1 log1o hdher als die im Rahmen der vorliegenden Arbeit ermittelten
Reduktionen. Die Reduktionen von S. aureus hingegen sind im Vergleich deutlich geringer.
Jelden et al. ermittelten die Wirksamkeit von UV-C in einem realitatsnahen Testsetting, in wel-
chem Oberflachen artifiziell mit MRSA und VRE kontaminiert und in unterschiedlichen Entfer-
nungen zum UV-C Desinfektionsgerat positioniert wurden, sodass jeweils verschiedene UV-C
Dosen (0-688 mJ/cm?) appliziert wurden [15]. An Positionen mit einer mittleren Bestrahlungs-
dosis von ca. 9-78 mJ/cm?, welche in einem ahnlichen Bereich wie die in der vorliegenden
Studie verwendeten UV-C Dosen liegen, wurden mittlere Reduktionen von 3,8 logo fur VRE
und 4,7 logo fir MRSA festgestellt [15]. Diese fir VRE beobachtete mittlere Reduktion ist
geringfligig hoher als die in der vorliegenden Arbeit bei 22 mJ/cm? ermittelten mittleren Reduk-

tionen. Die fir MRSA festgestellten Reduktionen liegen in einem vergleichbaren Bereich.

Trotz der Verwendung ahnlicher UV-C Bestrahlungsdosen sind die in der Literatur angegeben,

durch Laborexperimente erzielten und die in vorliegender Arbeit ermittelten Reduktion nur un-
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zureichend miteinander vergleichbar. Dies ist vor dem Hintergrund der ungeniigenden Stan-
dardisierung von Wirksamkeitsprifungen fir automatische UV-C Raumdesinfektionsverfahren
erklarlich. Wahrend fir die Raumdesinfektion mittels Verneblung chemischer Desinfektions-
mittel der europaische Standard EN 17272:2020 vorliegt [37], gibt es fur die Prifung der Wirk-
samkeit von UV-C Desinfektionsverfahren aktuell noch keinen harmonisierten europaischen
Normenstandard [18]. Eine erste britische Norm, BS 8628:2022 [19], welche die Anforderun-
gen an die Methodik fur die Prifung der Wirksamkeit von UV-C Geraten behandelt und inhalt-
lich auf der EN 17272 basiert, ist jedoch kurzlich veréffentlicht worden [18]. Die zum aktuellen
Zeitpunkt vorhandenen Daten sind tUiberwiegend noch nicht hierauf basierend ermittelt. Bisher
unterlagen Wirksamkeitsprifungen daher einer Vielzahl unterschiedlicher Testbedingungen.
Beispielhaft anzumerken sind unterschiedliche Verfahren der artifiziellen Kontamination von
Oberflachen, welche in unterschiedlich hohen bakteriellen Konzentrationen auf der Testober-
flache resultieren, die Verwendung unterschiedlicher Oberflachenmaterialien, die direkte oder
indirekte Strahlungsausrichtung (Schattenbildung), die verwendeten UV-C Dosen (Abstand
Oberflache zur UV-C Quelle sowie Bestrahlungszeit) sowie die verwendeten Mikroorganis-

men. Ein unmittelbarer Vergleich der erzielten Reduktionen ist daher schwierig.

Die in der vorliegenden Arbeit unter gleichen Testbedingungen ermittelten Reduktionen zeigen
eine hohere UV-C Toleranz von E. faecium im Vergleich zu S. aureus. Wahrend bei einer UV-
C Dosis von 22 mJ/cm? fUr das toleranteste S. aureus Isolat bereits eine fast bakterizide Wirk-
samkeit (4,68 logo) erreicht wurde, konnte selbst fiir das sensibelste E. faecium Isolat nur eine
Reduktion um 3,54 log+o beobachtet werden. Ahnliche Ergebnisse erzielten auch Jelden et al.,
die ebenfalls eine knapp ein log+o geringere Reduktion von VRE im Vergleich zu MRSA fest-
stellten [15]. Dieses Ergebnis ist aufgrund verschiedener Aspekte zunachst Uberraschend.
S. aureus ist mit einer Vielzahl von Schutzfaktoren gegen endogenen und exogenen Stress
ausgestattet [39]. Insbesondere die Pigmentierung ist als relevanter Schutz gegentber Aus-
trocknung, Photosensibilisierung und reaktive Sauerstoffradikale bekannt [39]. Aufgrund des
naturlichen Vorkommens auf der menschlichen Haut, wird S. aureus nattrlicherweise der UV-
Strahlung des Umgebungslichtes ausgesetzt. Im Gegensatz hierzu sind Enterokokken in ihrem
natirlichen Habitat, dem Darm [43], in der Regel keinem UV Licht ausgesetzt. Vor diesem
Hintergrund ware anzunehmen gewesen, dass S. aureus eine héhere Toleranz gegentber
UV-C Strahlung aufweist als E. faecium. Andererseits sind Enterkokken aufgrund des dynami-
schen Umfelds des Gastrointestinaltrakts sehr gut an extreme und schwankende Umgebungs-
bedingungen angepasst [43]. Dies ermdglicht Enterokokken auch die Kolonisation einer Viel-
zahl menschlicher Korperstellen [43]. Die Vielzahl und Kombination von vorhandenen Mecha-
nismen gegen exogenen und endogenen oxidativen Stress sowie gegen Stress bedingt durch
Schwankungen, z.B. von Temperatur, pH-Wert, Nahrstoffgehalt [43], ermodglichen Enterokok-

ken auch in der Umwelt eine hohe Widerstandsfahigkeit. Enterokokken sind zudem fahig Gene
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Uber horizontalen Gentransfer auszutauschen [43]. Fir Enterococcus faecalis konnte bei-
spielsweise die Erhéhung der UV-C Toleranz durch auf Botenstoffe reagierende Plasmide,
welche die Kodierung von uvr-Genen bedingen, gezeigt werden [43—-45]. Bei zusammenfas-
sender Betrachtung der Vielzahl die Tenazitat beeinflussender Mechanismen von Enterokok-
ken, scheint die erhdhte UV-C Toleranz von E. faecium gegenuber S. aureus plausibel. Wel-
che Faktoren genau die UV-C Toleranz der verschiedenen Erregerspezies beeinflussen, ist
nach dem Wissensstand der Autorin noch nicht ausreichend erforscht, kénnte aber hilfreiche

Erkenntnisse fur die Beurteilung der Wirksamkeit von UV-C liefern.

Neben den unterschiedlichen UV-C Toleranzen von E. faecium und S. aureus zeigte der Ver-
gleich verschiedener klinischer VRE Isolate statistisch signifikant unterschiedliche Reduktio-
nen bei der gleichen Bestrahlungsdosis. Im Gegensatz hierzu konnten beim Vergleich der Re-
duktionen von klinischen S. aureus Isolaten, ausgenommen des Vergleiches des tolerantesten
versus des sensibelsten klinischen Isolates, bei beiden Bestrahlungsdosen keine signifikanten
Unterschiede festgestellt werden. Der Vergleich des jeweiligen Standardtestorganismus mit
der UV-C Toleranz der klinischen Isolate ergab fir E. hirae ATCC 10541 bei einer Dosis von
22 mJ/cm? einen signifikanten Unterschied im Vergleich zum klinischen Isolat ST1283. Die
ermittelten Reduktionen fir den Standardtestorganismus S. aureus ATCC 6538 waren ver-

gleichbar mit denen der klinischen Isolate.

Aus diesen Ergebnissen kann der Hinweis abgeleitet werden, dass klinische Isolate unter Um-
standen eine erhohte UV-C Toleranz aufweisen als Standardtestorganismen. Unter Bertick-
sichtigung der Vielzahl von Regulationsmechanismen, mit welchen beispielsweise E. faecium
und S. aureus zur Anpassung an Stressbedingungen ausgestattet sind, und der Fahigkeit ei-
niger Mikroorganismen zum horizontalen Transfer von Resistenz-kodierenden Plasmiden, ist
es nachvollziehbar, dass klinische Isolate, welche einer grof3en Vielfalt von Umweltfaktoren
ausgesetzt sind, unter Umstanden toleranter sind als Labortestorganismen. Daher kann es fur
verschiedene Erregerspezies entscheidend sein, die Wirksamkeit nicht nur gegen Testorga-
nismen zu bestimmen, sondern auch klinische Isolate in die Prifung der Wirksamkeit einzu-
beziehen, um relevante und aussagekraftige Ergebnisse zu erhalten. Um diesbezlglich ge-
nauere Erkenntnisse zu erlangen, sollten vergleichbare Laborexperimente mit genetisch ver-
schiedenen klinischen Isolaten und dem jeweiligen Referenzorganismus fur bekanntermalen
mit Ubertragungen und langer Persistenz auf Oberflaichen assoziierten Erregern (u.a.
A. baumannii, C. difficile, Candida auris) durchgefuhrt werden. Da auch das Oberflachenma-
terial einen Einfluss auf die Wirksamkeit von UV-C haben kann [16,18], kann die Durchflihrung
dieser Experimente mit verschiedenen krankenhaustypischen Oberflachenmaterialien ent-
scheidende weiterflihrende Erkenntnisse erméglichen. Eine zukilnftige Berlicksichtigung die-
ser praxisrelevanten Erkenntnisse in den normativen Standards zur Testung der UV-C Desin-

fektionswirksamkeit ermdéglichen reprasentativere Ergebnisse aus Laborexperimenten.
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1.5.2 Wirksamkeit von UV-C und manueller Desinfektion in der Praxis

Die komplexe Umgebung eines Krankenhauses beinhaltet verschiedene Faktoren, welche die
Wirksamkeit von automatischen UV-C Raumdesinfektionsverfahren beeinflussen. Fur das Er-
reichen einer ausreichenden UV-C Strahlungsdosis und somit Inaktivierung von Mikroorganis-
men, ist eine direkte Bestrahlung der Oberflache entscheidend [16,18]. In Schattenbereichen,
welche bedingt durch die Raumgeometrie oder das Vorhandensein von Einrichtungsgegen-
standen entstehen kénnen [21], wird eine direkte Bestrahlung nicht erreicht. Hierdurch wird die
auf der Oberflache erzielte UV-C Dosis und somit die Effektivitat reduziert [18]. Zudem kann
auf Oberflachen vorhandener Schmutz oder auch das Vorliegen von trockenen Biofilmen als
Schutz fir darunterliegende Mikroorganismen wirken [16,18,31]. Des Weiteren wird angenom-
men, dass die Effektivitat auch vom Oberflachenmaterial beeinflusst wird [15,18]. Eine hohe
Oberflachenrauigkeit und Unregelmafigkeiten kénnen Schattenbildungen bedingen [18]. Zu-
dem bedeutet eine hohe Rauigkeit eine im Vergleich zu glattem Material vergroerte effektive
Oberflache, sodass bei solchen Materialien fur das Erzielen der gleichen UV-C Dosis ein ho-
herer Energiebedarf notwendig ist [18]. Bei dieser Vielzahl von Faktoren, die je Anwendungsort
sehr individuell sind, ist es daher fraglich, ob die in Laborexperimenten nachgewiesenen Wirk-
samkeiten eine ausreichende Aussagekraft besitzen, um eine Wirksamkeit im praktischen Ein-

satz anzunehmen.

Die Entwicklung und Durchfiihrung eines reproduzierbaren und aussagekraftigen Testverfah-
rens zur Uberprifung der Wirksamkeit in der Praxis stellt haufig eine groe Herausforderung
dar. Fur die Gewahrleistung von Reprasentativitat und Reproduzierbarkeit einer solchen Feld-
studie sind naturlich und annahernd gleichmalfig kontaminierte, vergleichbare Oberflachen er-
forderlich. Zudem sind unbelebte Oberflachen im Krankenhausumfeld im Allgemeinen nur mit
einer geringen Keimzahl belastet [3,25,33], sodass die Bewertung anhand logarithmischer Re-

duktionen nicht mdglich und angemessen ist [25].

In der vorliegenden Feldstudie ist es gelungen, geeignete relevante und reprasentative Ober-
flachen zu identifizieren, welche einer gleichmafligen taglichen Nutzung mit langen Kontakt-
zeiten unterliegen. Zudem befinden sich diese in einem klinischen Bereich, in dem Patienten
mit einem erhdhten Risiko fur den Erwerb einer Kolonisation oder Infektion mit relevanten In-
fektionserregern behandelt werden. Durch die Auswahl haufiger Handkontaktflachen wurden
Oberflachen beriicksichtigt, die bei Ubertragungen von Erregern Relevanz haben kénnen.
Wahrend des Untersuchungszeitraums von insgesamt neun Wochen (Studienphase 1: UV-C
Desinfektion, 6 Wochen; Studienphase 2: manuelle Desinfektion, 3 Wochen) konnten auf den
Behandlungsliegen vergleichbare Gesamtkeimzahlen von durchschnittlich 23,3 KBE/cm? vor
der UV-C und 29,7 KBE/cm? vor der manuellen Desinfektion ermittelt werden. Hierbei wurde

in beiden Studienphasen das Kopfteil als die am starksten kontaminierte Oberflache vor der
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Desinfektion identifiziert. Dies ist durchaus plausibel, da die Kopflehne einem standigen direk-
ten Kontakt mit dem Kopf des Patienten ohne Kleidung ausgesetzt ist. Ebenfalls hohe Ge-
samtkeimzahlen konnten auf dem Bedienteil der Behandlungsliege sowie dem Patientenruf-
knopf festgestellt werden, wahrend Sitz und Armlehnen weniger kontaminiert waren. Unter
Berucksichtigung des haufigen Hautkontaktes von Bedienteil und Patientenrufknopf und dem
ublicherweise geringeren direkten von Sitzflachen und Armlehnen scheinen diese Ergebnisse
nachvollziehbar. In beiden Studienphasen konnten vergleichbar hohe Mittelwerte der Gesamt-
keimzahlen auf den Oberflachen ermittelt werden. Zudem konnte auf den aus krankenhausty-
pischem Oberflachenmaterial wie beschichteten Kunststoffen und Kunstleder bestehenden
Behandlungsliegen haufig sichtbare organische Rickstande wie Blutreste, Hautschuppen und
Fett beobachtet werden. Dartiber hinaus wurden relevante Erreger wie E. faecium und S. au-
reus auf den Oberflachen nachgewiesen. Dieser Nachweis ermdglicht nicht nur die Wirksam-
keit hinsichtlich der Reduktion der Gesamtkeimzahl zu beurteilen, sondern auch hinsichtlich
der Inaktivierung relevanter krankenhausassoziierter Erreger. Die beschriebenen anspruchs-
vollen, aber realistischen Bedingungen kénnen daher als geeignet fur die Durchfiihrung von
Feldstudien zur Beurteilung der Wirksamkeit von Desinfektionsverfahren unter realen Bedin-

gungen bewertet werden.

Um trotz des Vorliegens geringer Gesamtkeimzahlen eine Bewertung der Desinfektionswirk-
samkeit vornehmen zu kénnen, ist die Definition alternativer Bewertungskriterien erforderlich.
Hierfur wird in der DIN EN 14885:2023 ein statistischer Vergleich (Student-t-test) der Wirk-
samkeit eines etablierten Standardprodukts mit dem zu prifenden neuen Produkt vorgeschla-
gen, wobei das neue Produkt nicht statistisch signifikant (P < 0,05) weniger wirksam sein soll
[25]. Da ein nicht signifikanter Unterschied jedoch auch auftreten kann, wenn beide Verfahren
gleichermalden unzureichend wirksam sind, wurde in der vorliegenden Feldstudie erganzend
der Desinfektionserfolg bewertet. Zu diesem Zweck wurde geprift, ob die Kriterien einer sau-
beren Oberflache, Gesamtkeimzahl von < 1 KBE/cm? und Abwesenheit von krankenhausas-
soziierten Infektionserregern, nach der Durchfuhrung der Desinfektion erfullt wurden. Die im
Vergleich zu der Ublichen Definition von < 2,5 KBE/cm? [46,47] vorgenommene Verscharfung
der Anforderung ist damit zu begriinden, dass diese Bewertungskriterien Ublicherweise fur das
Monitoring von routinemafigen Reinigungs- und Desinfektionsprozessen verwendet werden.
Hier ist der Einfluss einer mdglichen Rekontamination der Flache durch Mikroorganismen aus
der Umwelt oder durch erneuten Handkontakt nach der Desinfektion aufgrund der Zeitspanne
zwischen Desinfektion und mikrobiologischer Umgebungsuntersuchung zu beachten. Da die
Probenentnahme im Rahmen der Feldstudie unmittelbar nach dem Ende der Einwirkzeit er-
folgte, ist dieser Faktor bei der vorliegenden Definition nicht zu bertcksichtigen. Durch die

Kombination beider Bewertungskriterien wird eine sinnvolle und aussagekraftige Beurteilung
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der Desinfektionswirkung in der Realitat erzielt. Zusammenfassend ermoglichen die darge-
stellten Testbedingungen und Kriterien die Uberwindung der beschriebenen Herausforderun-
gen bei der Entwicklung und Etablierung von Feldstudien und erlauben die Durchfiihrung re-
prasentativer und reproduzierbarer Prifungen der Wirksamkeit von Desinfektionsverfahren in

der Krankenhausumgebung.

Zur Beurteilung der Wirksamkeit eines automatischen UV-C Desinfektionsroboters ohne eine
vorherige Reinigung im Vergleich zu manueller Wischdesinfektion mit alkoholisch vorgetrank-
ten Wischtlichern (Wipes) wurde daher eine Feldstudie unter den beschriebenen Bedingungen
durchgefuhrt [36]. Hierbei konnte die Gesamtkeimzahl durch die UV-C Desinfektion von 23,3
auf 1,98 KBE/cm? (Mittelwert) reduziert werden. Im Vergleich hierzu erreichte die manuelle
Desinfektion eine Reduktion der Gesamtkeimzahl von 29,7 auf 0,22 KBE/cm? (Mittelwert). Die
erzielten Reduktionen im Bereich von 0,5 bis 1,2 log1o lassen sich mit den Ergebnissen weite-
rer Publikationen vereinbaren. Anderson et al. stellten eine Reduktion der Gesamtkeimzahl
von 1,07 logio nach der Desinfektion mit einem UV-C Gerat ohne vorherige Reinigung fest
[48]. Auch Rutala et al. beobachteten nach Anwendung eines UV-C Desinfektionsgerates eine
Reduktion von im Mittel 384 auf 19 KBE/ Platte (entspricht 1,3 log1o) [49]. Ebenfalls lasst sich
die unvollstandige Inaktivierung von Mikroorganismen nach einer vollumfanglichen alkoholba-
sierten manuellen Desinfektion, mit den Ergebnissen vorheriger Veréffentlichungen vereinba-
ren [33,50,51]. Die Beurteilung des Desinfektionserfolges hat ergeben, dass nach der Desin-
fektion mit UV-C 76 % sowie nach der manuellen Desinfektion 98 % der Oberflachen die Kri-
terien einer sauberen Oberflache erfillten. Der statistische Vergleich der erzielten Reduktio-
nen ergab signifikante Unterschiede zwischen den Desinfektionsverfahren am Kopfende (P <
0,01) sowie an der Armlehne rechts (P < 0,05). Fir die vier weiteren getesteten Oberflachen
konnten keine statistisch signifikanten Unterschiede der Reduktionen festgestellt werden. Her-
vorzuheben ist, dass auch nach der Desinfektion noch relevante potentielle Infektionserreger
auf den Oberflachen festgestellt wurden. Wahrend nach der manuellen Desinfektion weder S.
aureus noch E. faecium nachgewiesen werden konnten, wurde nach der UV-C Desinfektion
einmal E. faecium und zweimal S. aureus festgestellt, wovon ein Isolat eine Methicillin-Resis-
tenz aufwies. Insgesamt deuten diese Ergebnisse auf eine Uberlegenheit der manuellen Des-
infektion mit vorgetrankten alkoholischen Wischttichern, vorausgesetzt das Desinfektionspro-
tokolls wird vollstandig eingehalten, gegentiber der automatischen UV-C-Desinfektion ohne

vorherige Reinigung hin.

Bei der Beurteilung dieser Ergebnisse sind jedoch verschiedene Aspekte zu berlcksichtigen.
Die in der Feldstudie von einer einzelnen Person durchgeflihrte manuelle Desinfektion mit ei-
nem geeigneten wirksamen Produkt, unter vollstandiger Einhaltung von Einwirkzeit und kor-
rekter Anwendungstechnik, entspricht einer optimalen Desinfektion. Die Umsetzung und Ein-

haltung dieser Anforderungen im Alltag von Reinigungspersonal ist allerdings aufgrund einer
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Vielzahl von Faktoren bekanntermalien schwierig. Dieses spiegeln auch die Ergebnisse von
Untersuchungen zur Uberwachung von manuellen Reinigungs- und Desinfektionsmafnahmen
mit Fluoreszenzmarkern wider. Hierbei wurden lediglich fiir 49 % [52] und 63 % [7] der Ober-
flachen erfolgreiche Desinfektionen gezeigt. Auch bei der mikrobiologischen Untersuchung
von Oberflachen nach der manuellen Schlussdesinfektion wurden auf 55 % der Oberflachen
weiterhin multiresistente Erreger nachgewiesen [8]. Die Ergebnisse der vorliegenden Feldstu-
dien zeigen, dass unter optimalen Anwendungsbedingungen grundséatzlich eine sehr hohe
Wirksamkeit der manuellen Desinfektion erreicht werden kann, diese Ergebnisse in der Rou-

tine jedoch regelmafig nicht erreicht werden.

Bei der Betrachtung der UV-C Desinfektionsleistung ist anzumerken, dass die Testung ohne
eine vorherige Reinigung durchgefuhrt wurde. Dies stellt eine Abweichung von den Empfeh-
lungen fur den Einsatz automatischer Desinfektionsverfahren dar [18,21]. Die Empfehlungen
fur eine vorherige Reinigung basieren wie erwahnt darauf, dass Schmutz und organisches
Material auf der Oberflache die Wirksamkeit von Desinfektionsmitteln im Allgemeinen, insbe-
sondere aber auch von UV-C Strahlung, verringern [18,21]. Die bei der vorliegenden Feldstu-
die vorgenommene Abweichung hiervon ist durch die Zielsetzung begrindet, die alleinige
Wirksamkeit der UV-C Desinfektion in der Realitat zu ermitteln. Da mechanisches Wischen im
Rahmen einer Reinigung jedoch nicht nur organisches Material, sondern auch Mikroorganis-
men entfernt [53], ware durch eine vorherige Durchfihrung der Reinigung bereits ein Grofiteil
der auf der Oberflache vorhandenen Mikroorganismen entfernt worden. Eine Beurteilung der

alleinigen Desinfektionswirksamkeit von UV-C ware somit nicht méglich gewesen.

Der Nachweis der relevanten Erreger S. aureus und E. faecium nach der UV-C Desinfektion
ist dennoch durchaus Uberraschend. Sowohl die Laborexperimente als auch die Feldstudie
wurden mit demselben automatischen UV-C Desinfektionsroboter durchgefuhrt. Basierend auf
den Ergebnissen aus den Laborexperimenten, welche auf mdglicherweise erhdhte UV-C To-
leranzen klinischer Isolate hinweisen, wurden in der Feldstudie deutlich héhere UV-C Bestrah-
lungsdosen je Desinfektionspunkt verwendet. Somit konnte eine ausreichend wirksame Dosis
auf allen Oberflachen angenommen werden. Zudem war die Anzahl von Mikroorganismen auf
den natirlich kontaminierten Oberflachen im Vergleich zu den in den Laborexperimenten ver-
wendeten bakteriellen Konzentrationen deutlich geringer. Dennoch wurde eine vollstandige
Inaktivierung von S. aureus und E. faecium in der Feldstudie nicht immer erreicht. Diese Er-
kenntnis unterstitzt die Annahme, dass in Laborexperimenten erzielte Wirksamkeiten unter
Umstanden nicht auf eine Wirksamkeit in der Realitat schlieRen lassen. Die Notwendigkeit der
Durchfiihrung von Feldstudien und Verifizierungsprifungen im jeweiligen Einsatzbereich vor
einer routinemafigen Nutzung von UV-C Desinfektionsgeraten wird hierdurch weiter unter-

mauert.

25



Diskussion

Aus den Ergebnissen dieser Feldstudie kénnen entscheidende Erkenntnisse flir die Anwen-
dung von UV-C zur Desinfektion im Krankenhausalltag abgeleitet werden. Trotz der Feststel-
lung, dass ohne eine vorherige Reinigung keine vollstandige Inaktivierung der auf den Ober-
flachen vorhandenen Mikroorganismen durch die automatische UV-C Desinfektion erreicht
werden konnte, wurde zumindest fur 76 % der Oberflachen ein sauberer Zustand erzielt. Im
Vergleich zu den Ergebnissen aus Routinemonitorings von manuellen Reinigungs- und Des-
infektionsverfahren Iasst sich auch bei einem Einsatz ohne vorherige Reinigung zumindest ein
leichtes Verbesserungspotential erkennen. Nichtsdestotrotz, insbesondere da eine vollstan-
dige Entfernung relevanter nosokomialer Infektionserreger nicht sichergestellt werden konnte,
kann ein Ersatz der manuellen Reinigung- und Desinfektion durch eine automatische UV-C

Desinfektion zum aktuellen Zeitpunkt nicht empfohlen werden.

In Ubereinstimmung mit diesen Ergebnissen wird in aktuellen Veréffentlichungen zum Einsatz
von Automatischen Desinfektionsverfahren die Anwendung von UV-C Desinfektion bisher nur
als Zusatz zum manuellen Standardprozedere der Reinigung und Desinfektion vorgesehen
[16,21,23]. Bei einer Anwendung als Zusatz ist anzunehmen, dass der Desinfektionserfolg im
Vergleich zu den hier erzielten Ergebnissen erhdht werden kann. Diese Annahme konnte
durch mehrere Studien bestatigt werden, welche eine zusatzliche Reduktion der mikrobiellen
Kontamination auf Oberflachen im Vergleich zu manuellen Routinedesinfektionsmalinahmen
ermittelten [54,55]. Unklar ist nach Kenntnis der Autorin zum jetzigen Zeitpunkt, welche UV-C
Desinfektionsleistung erreicht wird, wenn zuvor eine Reinigung ohne die Verwendung von
Desinfektionsmitteln durchgeflihrt wird. Wahrend bei einer Desinfektion mit chemischen Des-
infektionsmitteln haufig Desinfektionsmittelriickstande auf den Oberflachen zurlckbleiben, er-
moglicht die UV-C Bestrahlung eine ruckstandsfreie Desinfektion [12,56]. Insbesondere vor
dem Hintergrund einer zunehmenden Relevanz von Nachhaltigkeit und Umweltschutz, kénnte
eine Desinfektion mit UV-C einen relevanten Fortschritt bedeuten. Zur Beantwortung dieser
Fragestellung sollten weiterflihrende Feldstudien zum Vergleich der Wirksamkeit von desinfi-
zierender manueller Reinigung und automatischer UV-C Bestrahlung in Kombination mit vor-
heriger wasserbasierter manueller Reinigung durchgefihrt werden. Hierdurch kénnen hilfrei-
che Erkenntnisse darliber gewonnen werden, ob ein Ersatz des Standarddesinfektionsverfah-
rens durch manuelle wasserbasierte Reinigung in Kombination mit UV-C Desinfektion ver-

gleichbare Desinfektionsleistungen ermdglichen.

Auch wenn der Desinfektionsprozess von UV-C Desinfektionsgeraten im Vergleich zu weiteren
automatischen Desinfektionsverfahren kurz ist, bedingt eine Nutzung als Zusatz zur manuellen
Reinigung immer einen erhdhten Zeitaufwand, wodurch eine Integration in Routineprozesse
erschwert wird [56]. Ohnehin besteht aufgrund der Toxizitat von UV-C Strahlung [12,16] nur in

begrenzten Situationen tberhaupt die Moglichkeit eines sinnvollen Einsatzes von solchen au-
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tomatischen Verfahren. Eine Anwendung ist nur méglich, wenn keine Personen in den zu des-
infizierenden Raumen anwesend sind [18,21,55]. Hierdurch ist ein Einsatz im Rahmen der
taglichen Unterhaltsreinigung nicht und aufgrund des tberwiegenden Anteils an Mehrbettzim-
mern auch bei der Entlassungsreinigung einzelner Patienten nur selten moéglich. Somit sind
die Einsatzmoglichkeiten auf Funktionsbereiche, in welchen auRerhalb der primaren Behand-
lungszeiten keine Personen anwesend sind, und auf Einbettzimmer beschrankt, welche nach
Entlassungen von Patienten zumindest kurzzeitig die Voraussetzung der Abwesenheit von
Personen erfillen. Der erhdhte Zeitaufwand einer zusatzlichen UV-C Desinfektion ist vor allem
aus kaufmannischer Sicht nur schwer zu rechtfertigen, sofern kein erhdhtes Risiko fiir Uber-
tragungen von Oberflachen besteht. Zumindest fur bestimmte Erreger, wie u.a. MRSA, VRE,
C. difficile und A. baumannii konnte ein solch erhdhtes Risiko gezeigt werden [57,58]. Bei der
Schlussdesinfektion von Patientenzimmern, die mit diesen Erregern assoziiert sind, ermdglicht
ein zusatzlicher Einsatz einer automatischen UV-C Desinfektion den Liuckenschluss der unzu-

reichenden manuellen Reinigung und Desinfektion.

Neben dem erhdhten Zeitaufwand sind weitere Aspekte zu bericksichtigen, die eine Integra-
tion automatischer UV-C Desinfektionsverfahren in die Routineprozesse der Reinigung und
Desinfektion von Oberflachen in Krankenhausern zu einer Herausforderung werden lassen.
Im Wesentlichen besteht die Problematik in der Bedienung der Gerate und Etablierung von
Kommunikationswegen. Fur den Einsatz solcher Gerate besteht der Bedarf an speziell ge-
schultem Personal [16,56], welches neben der Anwendung und Vorbereitung der zu desinfi-
zierenden Raume auch die Einrichtung solcher Gerate beherrscht. Die hierflir notwendigen
Personalressourcen sind in der Regel insbesondere bei Reinigungsdienstleistern nicht vor-
handen. Um eine zusatzliche Desinfektion mit UV-C durchfliihren zu konnen, ist zudem der
Aufbau eines Kommunikationsweges notwendig, der eine schnelle Weitergabe der Information
Uber das Vorliegen einer Indikation zur UV-C Desinfektion ermdglicht. Zum aktuellen Zeitpunkt
findet der Informationsaustausch von Stationen und Funktionsbereichen mit dem zustandigen
Reinigungsfachpersonal, dartiber, wann eine Reinigungs- und Desinfektionsleistung bendtigt
wird, haufig auf mindlichem Weg statt (persénliche Erfahrungswerte der Autorin). Auch die
Beauftragung via Mail oder Fax ist Gblich. Die Weitergabe der notwendigen Informationen an
die Personen, welche die UV-C Desinfektion vornehmen konnten, bedeutet bei diesen Kom-
munikationswegen einen erhohten Aufwand fir die beauftragenden Personen. Auch hier be-
steht ein Mangel an Personalressourcen, sodass die Umsetzung dieses zusatzlichen Kommu-
nikationsschrittes ebenfalls schwierig ist. Hier kdnnte die Digitalisierung des Beauftragungs-
prozesses mit einer automatischen Informationsweiterleitung an alle im Reinigungs- und Des-
infektionsprozess beteiligten Personen eine Lésung sein. Abschliel3end sind die Schwierigkei-
ten der Logistik, wie beispielsweise Organisation eines geeigneten Standortes oder Realisie-

rung moglichst kurzer Fahrzeiten des UV-C Roboters zum Anwendungsort, zu I6sen [16], um
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eine Integration in die Routineprozesse und einen Einsatz in der Praxis zu ermdéglichen. Neben
den logistischen Herausforderungen ist auch das Risiko einer schnelleren Alterung und Scha-
digung von Materialien zu erwahnen [18], welches beim Einsatz von UV-C Desinfektionsgera-

ten zu berucksichtigen ist.

Zusammenfassend ist festzuhalten, dass die Durchflihrung von Feldstudien entscheidend ist,
um die Wirksamkeit von UV-C Desinfektionsverfahren in der Realitat beurteilen zu kénnen. In
der vorliegenden Feldstudie konnte eine Unterlegenheit der automatische UV-C Desinfektion
ohne vorherige Reinigung gegenulber der vollstandig regelkonformen manuellen Desinfektion
mit alkoholgetrankten Tuchern festgestellt werden. In Anbetracht der geringen Desinfektions-
erfolge in Krankenhausern bei manuellen Reinigungs- und Desinfektionsprozessen, stellt die
Anwendung bedienerunabhangiger UV-C Desinfektionsroboter dennoch ein Verbesserungs-
potential dar. Insbesondere die Anwendung automatischer UV-C Desinfektionsroboter als Zu-
satz zur manuellen Reinigung und Desinfektion weist das Potential auf, die bestehenden Lu-
cken aufgrund unzureichender manueller Leistungen zu schlieen und somit die Patientensi-

cherheit zu erhohen.
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Abstract

Background Admission to a room previously occupied by patients carrying environmentally robust pathogens
implies an increased risk of acquiring those pathogens. Therefore, ‘No-touch'automated room disinfection systems,
including devices based on UV-C irradiation, are discussed to improve terminal cleaning. It is still unclear if clinical
isolates of relevant pathogens behave differently under UV-C irradiation compared to laboratory strains used in the
approval process of disinfection procedures. In this study we analysed the susceptibility of well characterized clonally
divergent vancomycin-resistant enterococci (VRE) strains, including a linezolid-resistant isolate, against UV-C radiation.

Methods Susceptibility against UV-C of ten clonally divergent clinical isolates of VRE was determined in comparison
to the commonly used test organism Enterococcus hirae ATCC 10541. Ceramic tiles contaminated with 10° to

10° colony forming units/25 cm? of the different enterococci were positioned at a distance of 1.0 and 1.5 m and
irradiated for 20 s, resulting in a UV-C dose of 50 and 22 mJ/cm?, respectively. Reduction factors were calculated after
quantitative culture of the bacteria recovered from treated and untreated surfaces.

Results Susceptibility to UV-C varied considerably among the strains studied, with the mean value of the most
robust strain being up to a power of ten lower compared to the most sensitive strain at both UV-C doses. The two
most tolerant strains belonged to MLST sequence types ST80 and ST1283. The susceptibility of the laboratory strain E.
hirae ATCC 10541 ranged between the most sensitive and most tolerant isolates for both irradiation doses. However,
for UV-C dose of 22 mJ/cm?, the reduction of the most tolerant isolate of ST1283 was statistically significantly lower
compared to E. hirae ATCC 10541. The most susceptible strains belonged to the MLST sequence types ST117 and
ST203.

Conclusions These results indicate that UV-C doses reported in the literature are sufficient for the reduction of
commonly used reference strains of enterococci but could be insufficient for the reduction of tolerant patient VRE-
isolates in a hospital setting. Therefore, for future studies, the most tolerant clinical isolates should be used to validate
automated UV-C devices or longer exposure times should be expected to ensure efficacy in the real world.

Keywords Automatic room decontamination, Disinfection, UV-C, UV-irradiation, vancomycin resistant enterococci
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Background

In recent decades, contamination of surfaces in the
patient environment as cause for acquisition of noso-
comial infections and transmission of pathogens has
gained importance. Especially for Staphylococcus aureus,
Enterococcus faecium and Clostridioides difficile survival
on inanimate surfaces for days to months is well known
[1, 2]. This potential of persistence results in an increased
risk of acquiring such nosocomial pathogen if a patient
is accommodated in a room, which previously was occu-
pied by an infected or colonized patient [3]. In addition,
contaminated inanimate surfaces become relevant for the
transmission of pathogens due to failures in the process
of surface disinfection and insufficient compliance with
hand hygiene [4, 5].

Therefore, automatic room disinfection devices were
discussed in the last decade as a possible solution to
improve surface disinfection. Due to the safety and oper-
ational difficulties in using gaseous procedures or nebu-
lizers, UV-C disinfection has also been evaluated [6—8].

In the case of manually applied liquid disinfectants, a
standardized dosage is used, which is usually consistently
above the tolerance limits for a wide range of pathogens.
The occurring errors in the process of manual room dis-
infection are mostly due to the difficulty in reaching each
surface and ensuring the correct contact time during the
process in the complex hospital environment [9]. Rarely,
there are also consistent dosing errors of the disinfectant
[10]. In contrast, automated room disinfection methods
generally do not omit relevant surfaces, but can apply
very different, not always predictable, doses of the active
ingredient to different surfaces in the room, as recently
shown for H,O, nebulizers [11].

UV-C light is known to be an effective disinfectant
against a wide range of microorganisms [12]. But to
successfully inactivate pathogens on surfaces, patho-
gen-dependent germicidal UV-C doses are required.
However, different values for germicidal activity against
the same pathogens are reported in the current literature
[13]. These differences are mainly due to varying condi-
tions of testing. For example, many UV-C doses for the
inactivation of pathogens are investigated in air or water,
which is different compared to the disinfection of dry
surfaces [14, 15]. Furthermore, use of different test organ-
isms and strains of the same pathogen may lead to differ-
ent results [15]. Also, different conditions of test rooms,
laboratory or hospital environment, as well as distances
and radiation angle can influence the locally reached
dose at different room positions and thus the effective-
ness of the disinfection process, especially if shadowing is
present [16, 17].

In this context, current guidelines for using automated
room disinfection systems recommend that users con-
duct microbiological verification tests in the respective
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clinical environment to confirm efficacy [18]. For these
efficacy tests, it is important to consider that recent clini-
cal isolates may behave differently compared to labo-
ratory strains, which have been commonly used in the
approval process of disinfection procedures or as bio
indicators for the control of disinfection processes for
decades. This aspect is also considered in the standard
procedures for testing chemical disinfectants, as outlined
in DIN EN 14885:2019 [19]. The phase 3 testing includes
field testing to evaluate the efficacy of new technologies.
This involves demonstrating performance under the spe-
cific local conditions of the users, using naturally occur-
ring microorganisms [19].

The aim of the following study was to compare the
reduction rate of ten different clinical isolates of van-
comycin-resistant enterococci (VRE) with Enterococ-
cus hirae ATCC 10541, a common test strain used for
airborne automatic room disinfection procedures. The
comparison was conducted after exposing the samples to
UV-C radiation, which the manufacturer specified would
achieve a 4 log;, reduction on surfaces.

Methods

To investigate the differences in sensitivity of various
clinical isolates of vancomycin-resistant enterococci
(VRE) to UV-C radiation, ceramic tiles contaminated
with ten different VRE were placed at a distance of 1.0
and 1.5 m from the UVD robot model C (UVD Robots,
Odense S, Denmark) and irradiated for 20 s. Since the
manufacturer specifies an emittance of minimum 2,500
UW/cm® at a distance of 1 m, the calculated UV-C irra-
diation doses were 50 mJ/cm?® and 22 mJ/cm? at distances
of 1.0 and 1.5 m, respectively. The achievement of 50 m]J/
cm® was confirmed in individual experiments by the
colour change of a UV-C indicator (UVC Dosimeter™,
UVD Robots, Odense S, Denmark).

The classical multilocus sequence typing (MLST)
sequence types (ST) as well as the core genome MLST
(cgMLST) cluster types (CT) were determined from
a large strain collection of clinical VRE isolates with
available whole genome using the SeqSphere software
(Ridom, Miinster, Germany) [20]. Ten isolates with the
widest possible genomic distance (different ST and/or
CT) were selected for further investigations. The occur-
rence of resistance genes was determined using Res-
Finder 4.0 [21] and LRE-Finder 1.0 [22, 23].

For the preparation of standardized contaminated sur-
faces, suspensions of 1.0-5.0x10® colony forming units
(cfu)/mL were produced for each clinical isolate of VRE.
To be representative for realistic protein and dust load of
surfaces, 0.3% bovine serum albumin (BSA) solution was
used. 20 pL of these suspensions were spread out and
dried on ceramic tiles (5x5 cm, #3709PNO0O, Villeroy &
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Boch, Mettlach, Germany) resulting in microbial burden
of approx. 10° cfu/25 cm? (suppl. Fig. S1).

The surfaces were positioned at a distance of 1.0 and
1.5 m to the UVD robot on a one-meter-high table with
a black surface in a 6 m® test room with an anteroom. The
white wall behind the table was covered by a black sur-
face, so that the scattered light has minimal influence on
the reduction. Within the irradiation process, the UVD
robot has a 3-minute warm-up phase. To exclude the
effect of irradiation during warm-up from the measure-
ment of the reduction, the warm up was performed in the
anteroom. Therefore, the robot was set up to automati-
cally enter the test room after warming up in the ante-
room and take up position at a distance of 1 or 1.5 m
from the surfaces (suppl. Fig. S2).

For each experiment, four surfaces were positioned
at both distances. In each case, two of the surfaces were
contaminated with the same VRE isolate. The order of the
VRE contaminated surfaces at the distance lines on the
table were changed between the experiments to ensure
that the collected data were not dependent on the posi-
tion. In addition, for each VRE isolate two contaminated
surfaces were positioned outside the treated room as a
control. With this setup, the experiment was performed
five times for each of the ten VRE isolates.

During the irradiation, the relative humidity and tem-
perature of the room were measured with LogTag Trex-8
(CiK Solutions GmbH, Karlsruhe, Germany) to ensure
that these parameters were constant and had no signifi-
cant influence on the reduction factors.

Following irradiation, bacteria were recovered from
treated and untreated surfaces. To do this, surfaces were
wiped off in horizontal, vertical and diagonal directions
using flocked nylon swabs (eSwab™ Standard, Copan; Bres-
cia, Italy). Next, the swabs were placed in Aimes Medium
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and were vortexed for 30 s to elute the recovered bacte-
ria. Afterwards, 100 pL of Aimes medium were spread on
Columbia agar with 5% Sheep Blood (bioMérieux, Marcy
I’Etoile, France) to perform quantitative culture in double
determination (detection limit 5 cfu/25 cm?). Subsequently,
the plates were incubated for 18—24 h at 37 °C. Finally, the
colony forming units were determined and the mean value
of both approaches were calculated.

To calculate the reduction factors, log,, of the control
were subtracted from the log,, of irradiated surfaces. If
there was no detection of bacteria, the log;, of the con-
trol was given as reduction factor, analogue to the specifi-
cations in DIN EN 17272:2020 [24].

The differences between the observed reduction fac-
tors were statistically analysed by performing one-way
ANOVA followed by Tukey post-hoc tests to carry out
pairwise comparisons of the groups using R (version
4.0.3) and Rstudio (version 2021.09.1) [25]. Therefore, the
R packages tidyverse, ggpubr, rstatix, psych and car were
activated [26-30]. Preliminary tests to check normal-
ity assumption (shapiro_test) and variance homogeneity
(residual vs. fits plot) were performed. A Confidence level
of 95% was used. For all analyses, p-values less than 0.01
were considered statistically significant for the compari-
son of individual strains, since a significance level of 95%
was not considered sufficiently meaningful due to natu-
rally occurring variations in microbial growth.

Results

The clinical VRE isolates included in the study showed
between 72 and 428 different alleles in cgMLST (Fig. 1).
Nine different classical MLST sequence types were repre-
sented (ST18, ST80, ST78, ST117, ST203, ST262, ST551,
ST780, ST1283), of which the doubly occurring ST117
represented two different cluster types (CT71, CT118) as

Fig. 1 Minimum spanning tree of the core genome sequences of the investigated isolates. Each circle (node) represents one isolate. The number be-
tween the nodes indicates the number of allele differences. The upper numbers in each circle indicate the Sequence type (ST). The lower numbers indi-
cate the Cluster type (CT), if applicable. White or gray nodes represent isolates carrying VanA or VanB resistance determinants, respectively
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determined by cgMLST. Five isolates each showed VanA
(ST18, ST78, ST80, ST117/CT118, ST1283) or VanB
(ST117/CT71, ST203, ST262, ST551, ST780) as resis-
tance mechanism against glycopeptides, respectively. The
isolate of ST117/CT71 was reported to be phenotypically
resistant against linezolid. Using the LRE-Finder resis-
tance could be genetically confirmed with a wild type/
mutant ratio of 57.7/42.3% of the mutation G2576T of
the 23 S alleles.

The high contaminated surfaces used for experiments
had an average contamination of 2.3x10° cfu/25 cm?
(suppl. Fig. S1). Measurement of relative humidity and
temperature showed comparative values for all experi-
ments (data not shown). For the UV-C dose of 50 m]/
cm? average reductions between 3.09 and 4.27 log,, were
achieved (Fig. 2). VRE ST1283 and ST80 were observed
to be the most UV-C tolerant of the tested clinical iso-
lates, only reduced by means of 3.09 (median 3.10, SD
0.385) and 3.12 (median 2.96, SD 0.63) log,,. The greatest
reduction was observed for ST117/CT118, reduced by
average 4.27 log,, (median 4.01, SD 0.82). The common
test organism Enterococcus hirae ATCC 10541 showed
the fourth lowest reduction (mean 3.48 log;,, median
3.42, SD 0.304).

For the UV-C dose of 22 m]/cm?, the order of the tested
clinical isolates slightly changed in terms of the reduction
achieved. ST1283 was observed to be the most tolerant
isolate with mean reduction of 2.12 log,;, (median 2.15,
SD 0.395) followed by ST80 displaying a mean reduction
of 2.41 log;, (median 2.42 log,, SD 0.518). An average
reduction range of 2.12 to 3.61 log,, was observed.

One-way ANOVA was conducted to asses if the
observed differences in reduction between the ten clini-
cal VRE isolates and the common test organism E. hirae
ATCC 10541 were statistically significant. The ANOVA
was statistically significant for both UV-C doses (50 m]/
cm* F(10, 99)=4.702, p=1.72 e-05, generalized eta
squared=0.322; 22 mJ/cm* F(10, 99)=6.725, p = 6.6
e-08, generalized eta squared=0.405). Therefore, differ-
ences between the tested groups have to be assumed.
Subsequent Post-hoc Tukey analyses showed signifi-
cant differences (p<0.01) in reduction for 50 mJ/cm?
between most tolerant isolates ST80 to most susceptible
strain ST117/CT118. In addition, reduction of ST117/
CT118 is significantly different to ST1283 and ST262.
For UV-C dose 22 mJ/cm? statistically significant differ-
ences were observed for most tolerant isolate ST1283
to ST780, ST117/CT71, E. hirae, ST203 and ST117/
CT118. Furthermore, the difference in reduction of
the most susceptible strain ST117/CT118 to ST80 and
ST262 was statistically significant. The detailed results of
Tukey analyses are shown in suppl. Table S3. The differ-
ence between the clinical VRE isolates to E. hirae ATCC
10541 is statistically significant only compared to ST1283
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(-0.961, 95% CI (-1.72 to -0.204), p=0.0029) when 22 m]/
cm? is applied.

Discussion

UV-C irradiation of ten highly divers clinical isolates of van-
comycin-resistant enterococci (VRE) and a common test
organism Enterococcus hirae (E. hirae) ATCC 10541 showed
differences in log;, reduction between the tested isolates.
For the most tolerant isolate only an average log,, reduction
of 3.09 and 2.12 was observed at 50 and 22 mJ/cm* UV-C
irradiation, respectively, in comparison to the most suscep-
tible one, which showed 4.01 and 3.61 log;,. The statisti-
cal analysis revealed significant differences in the observed
reductions between the most tolerant and most susceptible
strains. Interestingly, the reduction of clinical isolate ST1283
is significant lower compared to E. hirae ATCC 10541,
when applying UV-C dose of 22 m]/cm?, indicating that this
strain is insufficiently representative of particularly tolerant
strains. This is especially important because, in contrast to
wipe disinfection with a standardized concentration of the
active ingredient, automated room disinfection processes
apply a broad dose spectrum of the respective active prin-
ciple to different surfaces in the room. For the linezolid-
resistant VRE ST177/CT71, neither an increased nor a
decreased reduction could be observed compared to the
other VRE isolates. Therefore, it can be assumed that line-
zolid resistance has no effect on UV-C tolerance.

Current literature indicates that the UV-C dose
required to inactivate bacteria depends on several factors
such as type of organism, medium and surface area [17].
For the inactivation of Enterococcus faecium on solid
surfaces, the manufacturer specifies a dose of 50 m]/
cm?, which should be reached with an exposure time
of 18.5 s at a distance of 1 m to achieve a reduction of
4 log,, [31]. However, this value was derived from labo-
ratory experiments. For the experiments carried out in
this study, UV-C doses analogous to the manufacturer’s
specifications were used and contaminated surfaces were
positioned horizontal but in direct line to the UV-C light
source. Under these conditions, the indicated reduction
of 4 log,, was not achieved in either tested E. hirae or
clinical isolates of VRE, although horizontally placed UV
indicators showed the achievement of the desired dose.
This is consistent with the observation made with other
methods of room disinfection that, in realistic testing, the
dose to be applied must be higher compared to the doses
of the disinfection product recommended by the manu-
facturer and defined in the context of approval studies
[11].

Nerandzic et al. observed a mean reduction for clinical
strains of VRE on benchtop surfaces in a range of approx. 3.2
to 4.4 log,, using an UV-C dose of 22 mJ/cm® [15]. Mahida
et al. also reported a mean reduction of clinical VRE strains
seeded on petri dishes greater 4 log;, applying 22 mJ/cm®
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in direct line [32]. Finally, Jelden et al. detected an average
reduction range of 3.8 to 4.9 log,, for vancomycin-resistant
Enterococcus faecalis ATCC 51299 on different surface
material, using partially much higher UV-C doses in a range
of mean 9 to 688 mJ/cm?® [17]. In our study, we observed a
mean reduction range of 2.12 to 3.61 log,, for the ten inves-
tigated VRE isolates when using the direct radiation dose of
22 mJ/cm’ to disinfect the contaminated ceramic tiles. The
observed reductions were up to 1 log;, lower than the given
literature values.

Nerandzic et al. studied three different clinical VRE
strains, of which two were VanA and one VanB positive iso-
lates. The obtained results indicated differences in reduction
rates of these. While the Van B VRE isolate was reduced just
above 3 log,,, the Van A isolates showed reduction from
approx. 3.75 up to just under 4.5 log;, [15]. The observed
differences between the most tolerant and the most suscep-
tible VRE isolate are in a range of >1 log;,. A comparable
range was determined in the present study. However, no
correlation of more or less susceptibility depending on resis-
tance mechanism against glycopeptides could be observed.
The strain with genetically confirmed resistance against gly-
copeptides displayed no significant differences compared to
the laboratory strain E. hirae ATCC 10541, whereas a signif-
icantly higher reduction was observed for the low radiation
dose compared to the most tolerant isolate. This data indi-
cates that mutations in the 23 S alleles do not interfere with
the behavior towards UV-C radiation. Both previous data
and the results obtained in this study support the recom-
mendation of Beswick et al. to conduct tests in the intended
clinical environment to verify the efficacy of disinfection
methods [18]. This is particularly crucial because manu-
facturers’ specifications may not provide sufficient guid-
ance to achieve bactericidal efficacy against clinical isolates,
which may exhibit higher tolerance than the test organism.
Moreover, variations in room conditions, surface materi-
als and shadowing can influence the required UV-C dose
for effective disinfection, as evidenced by the previously
described differences in reduction at the same UV-C dose.
The standard procedure for testing chemical disinfectants,
as defined by DIN EN 14885:2019, stipulates a consistent
concentration of the active ingredient to guarantee effec-
tive disinfection. However, determining a minimum efficacy
dose for UV-C is not as straightforward. Consequently, it is
advisable to conduct a phase 3 test for automated UV-C dis-
infection processes to validate their efficacy in routine use
across diverse hospital settings. In this regard, more tolerant
clinical isolates should be used in the future.

The following limitations of the present study should be
noted: Firstly, the experiments were performed with only
one standard material. Since several studies show differ-
ences depending on surface material (e.g. [17]), further
experiments should be performed with other surface mate-
rials frequently used in the clinical environment. In addition,
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it should be noted that there were slight deviations in the
disinfection position as part of the robot’s automated travel
process. The resulting variation in the source to surface
distances could have led to slightly different UV-C doses
between the experiments. Furthermore, it has to be taken
into account that the experiments were conducted with very
high surface contaminations in order to enable calculation
of reduction efficacy over a range of several log,, reduction.
However, realistic contamination of surfaces, even in hospi-
tal environments, is much lower [33, 34], so that the disin-
fection procedure could be effective even if the bactericidal
efficacy is not reached. Finally, despite the use of the most
diverse VRE isolates as possible, it cannot be excluded that
isolates with even higher tolerance to UV-C radiation exist
in clinical practice.

Conclusion

Since manual cleaning and disinfection are frequently inad-
equate to remove pathogens on surfaces completely, auto-
matic room decontamination with UV-C radiation could
be a suitable method to increase efficacy of surface disinfec-
tion. However, before using it routinely, efficacy verification
is recommended. Testing the efficacy of UV-C radiation
for ten different whole-genome-sequenced clinical isolates
of VRE as well as ATCC 10541 test organism Enterococ-
cus hirae, showed differences in reduction. Use of UV-C
radiation according to manufacturer’s instructions did not
achieve the proposed reduction. In addition, some clinical
isolates of VRE are more stable against UV-C radiation than
the common test organism. Therefore, to establish the use
of such devices, additional efficacy tests in hospital environ-
ments using clinical isolates should be performed.
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Abstract: Pigmentation, catalase activity and biofilm formation are virulence factors that cause resis-
tance of Staphylococcus aureus to environmental stress factors including disinfectants. In recent years,
automatic UV-C room disinfection gained greater importance in enhanced disinfection procedures to
improve disinfection success in hospitals. In this study, we evaluated the effect of naturally occurring
variations in the expression of virulence factors in clinical S. aureus isolates on tolerance against UV-C
radiation. Quantification of staphyloxanthin expression, catalase activity and biofilm formation for
nine genetically different clinical S. aureus isolates as well as reference strain S. aureus ATCC 6538
were performed using methanol extraction, a visual approach assay and a biofilm assay, respectively.
Logjo reduction values (LRV) were determined after irradiation of artificially contaminated ceramic
tiles with 50 and 22 m]J/cm? UV-C using a commercial UV-C disinfection robot. A wide variety
of virulence factor expression was observed, indicating differential regulation of global regulatory
networks. However, no direct correlation with the strength of expression with UV-C tolerance was
observed for either staphyloxanthin expression, catalase activity or biofilm formation. All isolates
were effectively reduced with LRVs of 4.75 to 5.94. UV-C disinfection seems therefore effective against
a wide spectrum of S. aureus strains independent of occurring variations in the expression of the
investigated virulence factors. Due to only minor differences, the results of frequently used reference
strains seem to be representative also for clinical isolates in S. aureus.

Keywords: pigmentation; catalase activity; biofilm; UV-C; disinfection; tolerance

1. Introduction

Multidrug resistance has increased worldwide and is considered a threat to public health.
Several recent investigations have reported the emergence of multidrug-resistant (MDR)
bacterial pathogens from different origins, which increase the necessity of the proper use of
antibiotics and effective disinfectants [1,2]. Routine susceptibility testing against antibiotics as
well as disinfectants of emerging MDR strains is required to optimize infection prevention.

Methicillin-resistant Staphylococcus aureus (MRSA), defined as multidrug-resistant [3],
is still one of the common pathogens causing healthcare-acquired infection, although the
overall proportion of methicillin resistance within clinical S. aureus isolates has decreased
in recent years [4]. In addition to the classical healthcare-associated MRSA (HA-MRSA),
clones that spread in the community (CA-MRSA) or are acquired by contact with livestock
(LA-MRSA) have also emerged outside hospitals in the past [5]. As a colonizer, S. aureus is
part of the normal human skin flora, but it can also cause a variety of infectious diseases,
ranging from mild skin infections to deadly infections such as pneumonia and sepsis.
Antibiotic therapy of S. aureus infections can, besides methicillin resistance, be affected
by different resistance mechanisms. S. aureus can produce a particularly high number of
different toxins and other virulence factors [6].
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Among other aspects, the high tenacity with long survival time of S. aureus on inani-
mate surfaces is a relevant cause for frequent detection in the environment surrounding
patients [7]. This has recently been demonstrated in studies investigating MRSA on surfaces
in patient rooms occupied by colonized or infected patients, which found up to 40% [8,9]
of surfaces contaminated. Furthermore, a recent investigation using fluorescent marker
technology to verify compliance with cleaning and disinfection processes found that only
63% of surfaces were adequately cleaned [10]. In addition, measuring aerobic colony counts,
Chen et al. determined 18.8% of surfaces to be contaminated by MRSA even after manual
terminal disinfection of patient rooms [11]. Subsequent patients were at increased risk
of acquiring nosocomial infection or new emerging colonization if a patient infected or
colonized with MRSA or other environmentally stable pathogens had previously been
cared for in the room [12,13]. The probable cause for this could be insufficient manual
cleaning and disinfection.

Due to inadequate manual disinfection processes, an increasing number of different
enhanced disinfection procedures have been established to improve room disinfection
efficacy. One common autonomous disinfection procedure is radiation with high energetic
short-wave ultraviolet light (UV-C). The high effectiveness of UV-C radiation in reducing
a wide range of microorganisms, including MRSA, has been demonstrated, although
predominantly in experimental studies [14,15]. As known for conventional chemical
disinfectants, in vitro efficacy can vary greatly from real-world disinfection in a complex
hospital setting depending on factors such as surface area, disinfectant concentration,
contact time and type of microorganism [16]. Until now, mainly representative laboratory
and test strains have been used for testing disinfection procedures. These standard test
organisms used as reference strains may behave differently to disinfectants than the wide
variety of bacterial clones found in the hospital environment. This fact is now taken
into account in the European standard for testing chemical disinfectants by proposing
experiments using naturally occurring pathogens under usual conditions of use [17].

It has been shown that damage to DNA, RNA and proteins is the main effect of inacti-
vation of pathogens by UV-C radiation [18]. In defence against this and against treatment
with antibiotics, S. aureus has various DNA repair mechanisms such as photoreactivation
by DNA photolyase enzymes and mechanisms of detoxification [18]. Therefore, it can be
assumed that these could influence the tolerance to UV-C. In addition, S. aureus is known to
be equipped with various virulence factors that induce distinctive protective properties [19].
Golden pigment, contributed by the carotenoid staphyloxanthin [20], and catalase, which
is a ubiquitous antioxidant enzyme [21], are two of those virulence factors produced by S.
aureus that are associated with survival on inanimate surfaces. Additionally, the expression
of extracellular polysaccharides acting as intercellular adhesins and mediating the capac-
ity to form multi-layered biofilms on inanimate surfaces might add to protection against
environmental stress factors.

In a comparison of wild-type S. aureus with strong staphyloxanthin expression and
crt-mutants with severely reduced staphyloxanthin production, the mutant strain has been
shown to be more susceptible to UV-C radiation [19]. This suggests that the production of
staphyloxanthin and therefore pigmentation could have an influence on the tolerance of
S. aureus to UV-C radiation.

The production of catalase has been shown to be a relevant protector against hydrogen
peroxide, which is a common component of immune defence but also a relevant disinfectant
in the hospital environment [21]. The protective properties of catalase were supported by
a recent study showing increased resistance of S. aureus to vaporized hydrogen peroxide
compared to the biological indicator organism Geobacillus stearothermophilus [22]. Pottage
et al. suspected the catalase activity as a possible cause [22]. The damage of microorganisms
by UV-C radiation is based, among other mechanisms, on reactive oxygen species produced
during absorption [23]. Since catalase is able to degrade these, differences in the ability of
clinical S. aureus isolates to produce catalase could lead to differences in UV-C tolerance.
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It is known that bacterial biofilms survive more effectively on environmental surfaces
and are more tolerant to disinfection than planktonic bacteria [24]. The production of
extracellular polymeric substances enables the protection of bacteria within the biofilm
from direct contact with disinfectants [24]. This shielding has also been reported in UV-C
disinfection as a reason why biofilms displayed greater tolerance to UV-C than planktonic
cells [25,26]. As it has been shown that biofilms on surfaces in the hospital environment
frequently contain S. aureus [27], variations in the capacity of S. aureus to form biofilms
could have an influence on the UV-C tolerance. Biofilm formation in staphylococci is
mediated predominantly by the expression of the polysaccharide intercellular adhesin (PIA),
also known as poly-N-acetyl-3-(1-6)-glucosamine (PNAG) in S. aureus [28], mediating
cell-to-cell adhesion after primary attachment to inanimate surfaces [29]. PIA/PNAG is
synthesized by the gene products of the icaADBC gene cluster [29]. Interestingly, in contrast
to Staphylococcus epidermidis, which frequently lacks this operon, in S. aureus the icitADBC
operon could be suggested as part of the core genome [30]. However, despite the presence
of icaADBC, not all S. aureus strains display a biofilm-positive phenotype under conditions
in which icaADBC-positive S. epidermidis strongly express PIA synthesis [30], indicating a
differential regulation of the PIA/PNAG synthesis between these species [29].

The relative impact of catalase formation, pigmentation and biofilm formation on toler-
ance to automatic room disinfection procedures using UV-C radiation is of great relevance.
Especially because there is no standardised test procedure for evaluating UV-C disinfec-
tion efficacy so far [31], this knowledge is essential in order to perform recommended
implementation investigations with representative pathogens in the area of use [32].

Therefore, the aim of the study was to assess a possible connection between staphy-
loxanthin production, catalase expression and biofilm formation with the level of UV-C
tolerance in S. aureus. For this, well-characterized genetically distinct clinical S. aureus
isolates were compared to the standard test organism ATCC 6538 used for normative testing
of disinfection procedures. UV-C susceptibility was measured under reality-simulating
test conditions in order to be able to derive a conclusive value for the application in the
hospital setting.

2. Materials and Methods

All S. aureus isolates used were identified in routine diagnostics using MALDI TOF
mass spectrometry and the MALDI Biotyper® database (Bruker, Bremen, Germany), and
antimicrobial susceptibility testing was performed using a VITEK instrument (bioMérieux,
Marcy I’Etoile, France). The species was confirmed, and strains were further characterised
by whole genome sequencing with subsequent genomic analysis as described recently [33].
From a large strain collection, eight different clinical MRSA isolates including clones, which
are described in the international literature (e.g., [5,34]) as HA-MRSA (ST5/t010, ST8/t024,
ST22/1223, ST45/t015), CA-MRSA (ST30/t300, ST59/1216), and LA-MRSA (ST1/t127,
ST398/t034), and a low pigmented clinical methicillin-susceptible S. aureus isolate (MSSA
ST45/unknown spa-type) were selected. These clinical isolates, as well as the standard test
organism S. aureus ATCC 6538 (5T464/t3297), were investigated under standardized condi-
tions. All isolates harbored the icaADBC gene cluster required for PIA/PNAG synthesis.

2.1. Quantification of Staphyloxanthin Expression

Quantification of S. aureus staphyloxanthin expression was investigated with adaptations
based on a methanol extraction assay [20]. Briefly, S. aureus isolates were simultaneously
grown aerobically on Tryptic Soy Agar (Oxoid Deutschland GmbH, Wesel, Germany) for 48 h
at 37 °C. Using a sterile inoculation loop, bacteria were completely transferred to a 1.5 mL
micro tube (Sarstedt AG & Co. KG, Niimbrecht, Germany) containing 1 mL sterile water
(Merck KGaA, Darmstadt, Germany). Cells were harvested by centrifugation (Fresco™ 21
Microcentrifuge, Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA) at 17,000 x g for 3 min. Each
cell pellet was washed twice in sterile water and finally resuspended in 420 uL. methanol
(Th. Geyer GmbH & Co. KG, Renningen, Germany). Then, 20 uL of this suspension were
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added to 980 pL sterile water in order to measure the optical density of each sample at 600 nm
(ODgno) using a Sparke® Microplate reader (Tecan Trading AG, Méannedorf, Switzerland) in
quadruplicate with each 200 uL of the suspension in a 96-well plate. The remaining 400 pL
suspensions were incubated for 5 min at 55 °C using a laboratory block heater (FastGene
Mini Dry Bath, NIPPON Genetics EUROPE, Diiren, Germany), followed by centrifugation for
2 min. For quantification of staphyloxanthin, 350 uL of the suspension were added to 650 uL
methanol containing micro tube. Finally, absorbance at 465 nm (A4¢5) was measured and
normalized against the ODgg of the low pigmented S. aureus ST45 isolate. Three independent
experiments in duplicate were conducted.

2.2. Measuring Catalase Activity

Catalase activity was quantified using a visual approach as described previously with
adaptations [21]. In brief, for each MRSA or MSSA isolate as well as the reference strain, a
suspension with an optical density of McFarland 2 was produced in a 0.9% NaCl solution.
In each case, 1 mL of the suspension was transferred to a 10 mL tube, and then 100 pL of
1% Triton-X100 (Th. Geyer GmbH & Co. KG, Renningen, Germany) solution and 100 pL
hydrogen peroxide 30% (Th. Geyer GmbH & Co. KG) were added. After thorough mixing, a
reaction time of 15 min was allowed, and finally the height of the resulting visible foam rising
in the test tube was measured using a ruler. The experiment was conducted independently
three times.

2.3. Quantification of Biofilm Formation

The ability to form a biofilm under different growth conditions was determined with
adaptations following Mack et al. [35] and Knobloch et al. [36]. In brief, 20 pL of pre-
culture grown for 4 h in tryptic soy broth (TSB, Becton Dickinson GmbH, Heidelberg,
Germany) were added to either 2 mL TSB, TSB supplemented with 4% NaCl (wt/vol)
or 4% ethanol (vol/vol). Then, 200 pL of each suspension was added to eight wells of a
96-well plate and incubated at 37 °C for 20-24 h. Subsequently, each well was washed
four times with Dulbecco’s phosphate-buffered saline (anprotec, Bruckberg, Germany).
After drying, wells were stained with gentian violet solution (Carl Roth GmbH + Co. KG,
Karlsruhe, Germany) for 15 min and dried again. Finally, the absorbance was measured
with the Sparke® Microplate Reader at 570 nm (Asyg) and the reference value at 405 nm.
Asyy values <0.1 were defined as biofilm-negative whereas values between 0.1 and 0.5,
and values >0.5 corresponded to weak and strong biofilm formation, respectively. Values
exceeding the limit of the instrument (Asyg > 4.0) were set to 4.0 for calculation of mean
values. In addition to the tested S. aureus isolates, biofilm-negative S. epidermidis 1585 and
biofilm-positive S. epidermidis 1457 were carried along as negative and positive controls,
respectively. For each growth condition, three independent experiments were performed
in duplicate.

2.4. UV-C Disinfection Procedure

The setup of the UV-C disinfection procedure was defined according to the manufacturer’s
instructions for the use of a mobile UV-C light source, UVD robot model C (UVD Robots, Odense
S, Denmark), emitting a wavelength of 254 nm. The manufacturer specifies a minimum UV-C
light intensity of 2500 W /cm? at a distance of 1 m. According to Equation (1), an exposure
time of 20 s was defined to reach UV-C doses of approx. 50 mJ/cm? at 1.0 m and 22 mJ /cm? at
1.5 m distance. Since the microorganism-time-calculator of the manufacturer specifies a required
UV-C dose of 104 J/m? (approx. 10 mJ/ cm?) to achieve Log 4 reduction, this setting should be
effective to reduce S. aureus.

m] | . . [mW .
UVC dose Lmz} = intensity Lmz] X exposure time [s] (1)
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This calculation was confirmed in individual experiments checking the color change
of UV-C indicators (UV-C Dosimeter™, UVD Robots, Odense S, Denmark) after irradiation
with these settings.

To avoid the influence of the three-minute warm-up phase of the UVD robot on
the reduction rates, the warm-up phase took place in an anteroom. Subsequently, the
robot automatically moved to the predefined disinfection point in the test room, which was
located at the above-mentioned distance from the samples. After completing the irradiation,
the robot switched off immediately at the disinfection position.

2.5. Testing UV-C Tolerance Using Reality-Simulating Experimental Conditions

The clinical S. aureus isolates as well as the reference strain were used to prepare
standardized contaminated surfaces under clean conditions [17]. For each isolate, 20 uL of
a bacterial suspension in 0.3% bovine serum albumin in 0.85% sodium chloride solution
(range 1.6-4.4 x 10% colony-forming units [cfu] per mL) was spread on ceramic tiles
(5 x 5 cm, #3709PNO00, Villeroy&Boch, Mettlach, Germany) using a sterile spatula (Sarstedt
AG & Co. KG), and dried completely.

Subsequently, contaminated surfaces were positioned in duplicate on a one-meter
height black table at 1.0 and 1.5 m distances. Furthermore, two contaminated surfaces
per isolate were stored outside the test room as untreated controls. For each isolate,
five independent experiments were performed. To account for the influence of variations
in environmental conditions, the relative air humidity and temperature were recorded in
each experiment via a LogTag Trex-8 (CiK Solutions GmbH, Karlsruhe, Germany).

To calculate reduction factors, treated surfaces and controls were wiped off in a
standardized way with previously moistened flocked nylon swabs (eSwab™ Standard,
Copan; Brescia, Italy) in order to recover bacteria from ceramic tiles. Swabs were then
added to the Amies medium and vortexed for 30 s to elute recovered bacteria; subsequently,
100 uL was spread in duplicate on Columbia agar containing 5% sheep blood (bioMérieux)
to carry out quantitative culture (detection limit 5 cfu/25 cm?). Agar plates were incubated
at 37 °C for 18-24 h. Finally log reduction values (LRV) were calculated. If there was
no growth in both approaches, the reduction value was reported as logg of the control
according to DIN EN 17272:2020 [37]. Five independent experiments were conducted.

Statistical analysis was performed using R (version 4.0.3) [38] and R studio (version
2021.09.1) [39] with activated packages ggpubr [40] and rstatix [41]. To detect differences
between the reduction factors of the clinical S. aureus isolates and standard test organism
S. aureus ATCC 6538, one-way ANOVA was conducted. In case of significant results, a
subsequent pairwise post-hoc Tukey test was performed. For all analyses, a confidence
level of 95% was used. However, due to naturally occurring variations in microbial growth,
only p-values <0.01 were assessed as statistically significant for pairwise comparisons.

3. Results

Staphylococci are commensals of the skin and therefore have protective factors that
protect themselves from light exposure and free oxygen radicals. In this study, the sensitiv-
ity to a disinfection procedure using UV-C of representative MRSA isolates compared to
a very low pigmented MSSA and the laboratory strain ATCC should be investigated. All
investigated isolates were phenotypically characterized.

3.1. Genotypic and Phenotypic Characteristics of the Investigated Isolates

Genotypic and phenotypic characterisation confirmed a mecA gene as well as phenotypic
resistance against oxacillin in all eight MRSA isolates. Additional phenotypic and genotypic
resistance was observed in five MRSA isolates (Supplementary Table S1). However, none
of the isolates were considered as extensively drug-resistant or (XDR) or pandrug-resistant
(PDR) [3]. In MSSA isolates, no genotypic or phenotypic resistance was observed.

Staphyloxanthin quantification revealed median values of the normalized A445 be-
tween 0.325 and 0.109 (Figure 1A). S. aureus ATCC 6538 showed the highest absorption,
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representing the highest amount of synthesized staphyloxanthin (median 0.325, IQR 0.067),
followed by MRSA ST58/1216 (median 0.245, IQR 0.095). The other MRSA isolates showed
a lower variance of staphyloxanthin expression with A4¢5 values in a range of 0.19 to 0.13.
As expected, the methicillin-susceptible S. aureus (MSSA) ST45 that presented as atypical in
routine clinical diagnostics and lacked the typical yellow staining showed the lowest Ay
value (median 0.109, IQR 0.005). In general, the quantified staphyloxanthin expression was
in accordance with the visual comparison of the investigated S. aureus isolates.
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Figure 1. Quantification of pigmentation (A) catalase level (B) and biofilm formation (C) in different
clinical S. aureus isolates. Staphyloxanthin levels (A) were determined by absorbance 465 nm and were
normalized to the ODg of low-pigmented ST45. The dots represent the values (1 = 6) determined in three
independent experiments. The median value of each isolate is shown by red horizontal lines. Catalase
activity (B) is illustrated by foam height determined in five independent experiments. The median value is
represented by bar height, which is supplemented by error bars showing the interquartile range. Biofilm
formation (C) was evaluated in three independent experiments, resulting in 48 values per condition and
strain. The bars show the mean value of the Asy; value, supplemented by the standard deviation, which
is represented as an error bar. The colouring of the bars represents the growth medium used (TSB: light
grey; TSB + 4% NaCl: medium grey; TSB + 4% ethanol: dark grey). Asyg values < 0.1 were defined as
biofilm-negative (dark grey dotted line) whereas values > 0.5 corresponded strong biofilm formation (light
grey dotted line), respectively.
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Quantification of the catalase activity revealed median values in a range of 1.4 to 7.2 cm
foam height in the visual assessment (Figure 1B). The strongest catalase activity was observed
in S. aureus ATCC 6538 (median 7.2, IQR 0.4). MRSA ST8/t034 (median 1.4, IQR 0.5) showed
the lowest catalase activity. MSSA ST45, MRSA ST398, MRSA ST45, MRSA ST1 and MRSA
ST30 showed comparable catalase activity in a lower medium range (median 2.7 to 4.1). Greater
activity, but also in a medium range, was observed for MRSA ST59, ST22 and ST5 (median
521t06.2).

Analysis of the capacity to form biofilms under non-inducing conditions revealed two
isolates expressing a weak (MRSA ST8/t024 and ST5/t010) and one isolate (MRSA ST45/t015)
expressing a strong biofilm-positive phenotype (Figure 1C). Induction of biofilm formation
by supplementing the growth medium with NaCl was observed in five isolates (Figure 1C).
Thereby, three isolates with a biofilm-negative phenotype under uninduced conditions dis-
played a weak (MRSA ST22/t223) or strong (MRSA ST1/t127 and ST59/t216) biofilm-positive
phenotype. The biofilm-positive MRSA isolates ST45/t015 and ST8/t024 showed further
increased biofilm formation induced by NaCl supplementation. In contrast, weak biofilm-
forming MRSA ST5/t010 showed the lowest A5y in NaCl-supplemented medium.

Supplementation of the medium with sub-inhibitory concentrations of ethanol resulted
in an induction of biofilm formation in strain MRSA ST45/t015 but reduced Asyg values in
strains MRSA ST8/t024 and ST5/t010 with a still weak and biofilm-negative phenotype,
respectively. No positive biofilm phenotype was observed in four isolates under any of the
conditions tested (S. aureus ATCC 6538 and MSSA ST45 as well as MRSA ST30/t300 and
MRSA ST398/10349). A strong biofilm formation could be detected under all test conditions
for MRSA ST45/t015.

3.2. UV-C Disinfection of Investigated Isolates

For all isolates tested, the average bacterial concentration on the contaminated surfaces
ranged from 8.7 x 10°-4.5 x 10° cfu/25 cm? (Supplementary Figure S1). Comparable room air
conditions were observed for all experiments. The log reduction value (LRV) after irradiation
with a UV-C dose of 50 mJ/cm? ranged between median 4.75 to 5.94 (Figure 2). Therefore,
the maximum difference of LRV was 1.19. The largest reduction was observed for MRSA
ST30/t300 (median 5.99) and S. aureus ATCC 6538 (median: 5.94). MRSA ST5/t010 (median:
4.86) and MRSA ST22/1223 (median: 5.07) were observed to be the most tolerant isolates.

*%

S.aureus ATCC 6538 MRSA

ST59/1216

MRSA MRSA MRSA MRSA MRSA MRSA MRSA S.aureus
ST30/300 ST1m27 ST22/1223 ST5/010 ST45/015 5T81024 S5T398/1034 ST45

Figure 2. Cont.
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Figure 2. Log reduction values (LRV) of clinical S. aureus isolates after irradiation with a UV-C
dose of 50 mJ/cm? (A) and 22 mJ/cm? (B). Boxplots represent LRV determined in five independent
experiments. Scatter of the individual measured values is represented by the individual points. The
unfilled boxplot display the standard test organism. Significant result (p < 0.001 = **) of statistical
pairwise comparison in (A) is shown by the bracket.

Irradiation with the lower UV-C dose of 22 m]J/ cm? resulted in an LRV between
median 4.68 and 5.11 (Figure 2). The difference of LRV is at maximum 0.43 between the
most susceptible and the most tolerant isolate.

To determine statistically significant differences in LRV, one-way ANOVA was per-
formed. A significant result was shown for the UV-C dose 50 m]J/ cm? (F(9, 90) = 3.66,
p = 6.18 x 107*, generalized eta squared = 0.268). Pairwise comparisons resulted in a
significant p-value of 0.00056 for the comparison MRSA ST5/t010 to MRSA ST30/t300 (CI:
—2.03 to —0.350). The further comparisons did not show significant p-values as defined.
When performing a one-way ANOVA to compare the LRV determined with a UV-C dose
of 22 mJ/cm?, no significant difference was found.

4. Discussion

The disinfecting effect of UV-C radiation is attributed to the absorption of energy by pro-
teins and nucleic acids such as DNA, promoting the development of molecular rearrangements
and photoproducts as well as the formation of reactive oxygen species [18]. Staphylococcus
aureus strains are equipped with a variety of mechanisms to defend against oxidative stress
caused by exogenous and endogenous reactions [42]. Pigmentation, mainly based on the
pigment staphyloxanthin, is known as a protective factor against desiccation, photosensiti-
zation and reactive oxygen species [42]. Further protective factors against oxidative stress
in staphylococci are the enzymes catalase and superoxide dismutase. A complex regulatory
network modulates the expression of protective factors of staphylococci against oxidative
stress and other damaging environmental conditions [43]. This network is balanced differently
in individual strains even without the presence of environmental stress factors, so that the
expression levels of these protective factors often differs between individual strains [42,43]. In
addition to the factors mentioned, the ability to form biofilms is generally known to increase
the environmental resistance of bacteria. Staphylococcal biofilm formation has been reported
to be induced by environmental factors and stress conditions [44]. S. aureus has also been
observed with high prevalence in dry biofilms on surfaces in the hospital environment [27].
This suggests that biofilm formation is also a common protective factor that increases the
survival of S. aureus and tolerance to disinfectants.

When exposed to fast-acting disinfectants such as short-term irradiation with high-
energy UV-C radiation, microorganisms cannot react by adapting the expression of protec-
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tive factors. Therefore, the investigation of different isolates with natural differences in the
expression of preformed protective factors is of high importance for the assessment of the
effectiveness of disinfection measures in the hospital setting.

By comparison of eight different clinical MRSA isolates of different clonal complexes,
strong variations in pigment expression were observed. The normative test organism ATCC
6538 showed conspicuously strong pigment in contrast to S. aureus ST45, which had the
lowest pigmentation. Differences were also found in catalase activity, with ATCC 6538
S. aureus displaying the highest catalase activity but no association between catalase activity
and pigmentation for the other isolates.

Six of the investigated S. aureus strains displayed the capacity to form a biofilm under
at least one of three different culture conditions, whereas four isolates displayed a biofilm-
negative phenotype under all tested conditions. Only MRSA ST45/t015 displayed a strong
biofilm-positive phenotype under all tested growth conditions, indicating that bacterial
clusters embedded in PIA/PNAG could be present on the contaminated surfaces used for
the evaluation of the UV-C disinfection process. More importantly, despite the presence of
the icaADBC operon in all strains, the different biofilm phenotypes of the individual strains
confirm that strong differences in the global regulatory networks of S. aureus are present in
these strains and could influence the susceptibility against UV-C radiation.

The log reduction value (LRV) achieved at a UV-C radiation dose of 50 m]J/ cm? was
greater than five logjg for all isolates tested with the exception of MRSA ST5/t010. The
observed differences in LRV were statistically significant (p < 0.01) only when comparing
MRSA ST5/t010 and MRSA ST30/t300. MRSA ST5/t010 was identified as the most UV-C
tolerant isolate, although similar pigmentation was detected as compared to most of the
strains investigated. Catalase activity in this strain was one of the strongest. Interestingly,
ATCC 6538 S. aureus, which was shown to have both the highest catalase activity and the
strongest pigmentation, was not more tolerant than the other isolates.

The fact that highly pigmented S. aureus isolates do not appear to be associated
with greater UV-C tolerance is consistent with the study of Pannu et al. [19]. On the
one hand, they showed that crt mutants of S. aureus lacking staphyloxanthin expression
have lower UV-C tolerance compared to wild-type. On the other hand, overexpression of
staphyloxanthin in the complemented mutant S. aureus is associated with decreased UV-C
tolerance compared to wild-type. They suggested that overexpression leads to increased
absorption, which in turn contributes to more severe oxidative stress damage [19].

It is described that catalase-producing microorganisms are possibly able to reduce the
efficacy of vaporized hydrogen peroxide [22]. The mechanism for this is based on oxidative
reactions which among others is also a mechanism of UV-C radiation. However, in the case of
short-term high effective UV-C irradiation, this effect was not observed. Moreover, no associa-
tion of the individual capacity to express a biofilm-positive phenotype with susceptibility or
tolerance against UV-C radiation could be observed in the investigated strains.

The different expression of several virulence factors of genetically highly diverse
wild-type S. aureus had no influence on susceptibility to UV-C. In the present study, no
targeted deletion mutants lacking pigmentation, catalase activity and biofilm formation,
nor respective complemented mutants were examined. Hence, no statement can be made
about whether the presence of such virulence factors has a confirmed influence on UV-C
susceptibility. It should also be noted that it cannot be ruled out that pigment expression
during growth on rich medjia in vitro may differ from the expression on a hospital surface
to be disinfected. However, the observed diversity of pigmentation in wild-type strains
does not have any influence. In addition, it must be taken into account that other clonal
variations such as switching to small colony variants or spontaneous deletions in global
regulators could have an effect on UV-C tolerance [19,45,46]. When assessing the results
of the quantification of biofilm formation, it must be taken into account that only two
stress factors potentially influencing biofilm formation were investigated. In addition,
this in vitro test differs from the real conditions on site where, among other things, other
temperatures and mechanical effects on surfaces can have an influence. When testing the
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UV-C tolerance of the different clinical isolates, resuspended cells were applied to surfaces
and dried, without the steps of primary attachment and subsequent cell-to-cell adhesion to
form a multi-layered biofilm. Therefore, we suggest no relevant amounts of PIA/PNAG
for most strains. However, in suspensions of MRSA ST45/t015, individual larger clusters
might have been present as this strain displays a strong biofilm-positive phenotype under
all tested in vitro conditions. It is therefore not possible to claim whether the differences
between the clinical isolates in biofilm formation lead to different UV-C tolerances. Since
it has been shown that dry biofilms can contain relevant bacteria [27] and observations
have also been published that bacterial biofilms are more tolerant than planktonic bacteria
to disinfectants and environmental stress [25] but also to UV-C [25,26], further work on
the influence of dry biofilms on inanimate surfaces on the disinfection success with UV-C
would be interesting.

5. Conclusions

To conclude, observed phenotypic differences in catalase formation, pigmentation
and biofilm formation in various clinical S. aureus isolates did not affect efficacy using
highly effective short-term UV-C radiation. This is of relevance for the set-up and efficacy
assessment of UV-C whole-room disinfection procedures in hospital environments. More-
over, results of frequently used reference strains also seem to be representative for clinical
isolates in this species.

Supplementary Materials: The following supporting information can be downloaded at: https:
/ /www.mdpi.com/article/10.3390 /microorganisms11051332/s1, Figure S1: Bacterial contamination
of surface before and after UV-C radiation with different UV-C doses. Table S1: Phenotypic and
genotypic resistance in the investigated strains.
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contaminants and the use of suitable products to inactivate
micro-organisms [1]. Furthermore, the use of the correct for-
mulation and application, manual distribution and compliance
with the required contact time are crucial [2]. Standardized
approval procedures and in-vitro studies enable reliable efficacy
of disinfectants by defining clear exposure times and concen-
tration to reach the required reduction of test organisms on
surfaces [3]. However, these laboratory studies may not be
suitable to ensure efficacy in reality, which implies, e.g., a
variety of surface materials and potentially environmentally
adapted pathogens [3]. This has recently been indicated by Uy
et al., who observed reduced reductions in practical use
compared with reported efficacy for disinfection in a laboratory
setting [4]. In addition, another publication indicates no
complete inactivation of staphylococci from surfaces after
manual disinfection (MD), even though only a low microbial load
was present before disinfection [5].

The discrepancy between the test conditions, the complexity
of hospital environments and the insufficient compliance with
cleaning and disinfection protocols were among other causes
that lead to an increased risk of acquiring nosocomial pathogens
and infections, if the patient room was previously occupied by
an infected or colonized patient [6,7]. To reduce the risk of
nosocomial infections from contaminated surfaces in the
environment, the use of additional operator-independent,
automated disinfection procedures has been discussed as a
solution to increase effectiveness [2,8,9]. In particular,
ultraviolet C (UV—C) radiation has become a common method,
for which a high efficacy against a wide range of micro-
organisms was verified in several laboratory studies (e.g.,
[10,11]). In addition, an achievable log;o reduction of >4 in
simulated hospital settings for the relevant pathogens,
meticillin-resistant ~ Staphylococcus aureus (MRSA) and
vancomycin-resistant enterococci (VRE), was shown [12].

Despite the large number of existing studies showing effi-
cacy, no general statement for required micro-organism-specific
doses to achieve specified reductions can be made, which is
mainly due to the absence of standardization in efficacy eval-
uation [13]. In addition, efficacy tests usually are carried out
with defined standard test organisms. However, it has recently
been demonstrated that these may not be sufficiently repre-
sentative for the large number of clinical isolates in the hospital
environment. This was supported by the detection of statisti-
cally significant differences in UV-C tolerance between genet-
ically distinct clinical isolates of VRE and the test organism
E. hirae ATCC 10541 [14]. Therefore, to obtain meaningful
results, efficacy testing should be performed against naturally
occurring pathogens. Furthermore, efficacy of UV-C radiation
under practical conditions of hospital environment is dependent
on multiple factors such as shadowing, surface material, organic
soil and pathogens, which are individual for different room
conditions [9,12,13]. Based on these observations, it is ques-
tionable whether efficacy testing in laboratory situations is
sufficient to predict efficacy in practical use.

To address this topic, the current version of European
standard DIN EN 14885 for Chemical disinfectants and anti-
septics pointed out, that phase 3 tests (field tests) could be
helpful to assess the efficacy of disinfectants under the typical
operation conditions of a product and against naturally
occurring micro-organisms [15]. In particular, for novel prod-
ucts such as automatic UV-C disinfection devices (UVCDs), it is
recommended that field tests be conducted in the areas to be

disinfected [9,15]. However, due to the predominantly low
surface contamination in the hospital environment [5,16] and
the need for regularly and uniformly contaminated surfaces to
enable comparable measurement, the implementation of field
tests is challenging.

Therefore, the aim of the present work was to develop and
establish a realistic, reproducible phase 3 field test, which
enables the investigation of the efficacy of an automated UVCD
robot in a complex treatment environment compared with full
compliant MD with pre-soaked wipes. In order to be able to
assess the sole effectiveness of UV-C irradiation in reducing
microbial surface contamination, no prior cleaning was carried
out contrary to common recommendations.

Methods

To evaluate the efficacy of an automatic UVCD device
compared with compliant MD with pre-soaked alcohol wipes
under real-life conditions, microbiological environmental
samples were taken from examination chairs in three medical
examination rooms of an oncology outpatient clinic immedi-
ately after the end of patient care and after each disinfection
procedure.

Each examination room has the same layout and area (23.60
+ 0.05 m?) and is equipped with examination chairs of the same
type. In each experiment (UVCD: N=6, MD: N=3), two
examination chairs were sampled before and two after the
disinfection procedure per room whereby the order of sampling
was changed between each experiment to ensure independence
from the position in the room (Supplementary Figure S1).

UVCD was performed using the UVD robot model C (UVD
Robots, Odense S, Denmark). All examination chairs were ini-
tially positioned in the same basic position to ensure com-
parability. For UVCD process, the UVD robot (average
emittance 2,500 pW/cm?) was started at the window end of the
room. After finishing the required 3-min warm-up phase and
the additional 20 s of disinfection at first disinfection position,
the robot drove a straight route with seven additional stops for
50 s each (Supplementary Figure S1). This irradiation time was
based on results of previous studies with the same UV-C robot
[14,17]. Compared with the UV-C doses used in these studies, a
much higher irradiation dose was used in the field test to
ensure that the effective dose was suitable to achieve bac-
tericidal reduction even of more tolerant clinical isolates.

MD was carried out with alcoholic ready-to-use disinfectant
wipes (Bacillol® AF Tissues, Paul Hartmann AG, Germany),
observing the exposure time of 5 min specified by the manu-
facturer to achieve bactericidal efficacy. Each examination
chair was disinfected using four wipes. The first for the armr-
ests, the second and third for the headboard and seat, respec-
tively, and the last for the control panel and the patient call
button.

Environmental samples were taken from each examination
chair at six standardized areas (Supplementary Figure S1). As it
is known that, in particular, hand and skin contact surfaces of
the patient can be relevant for transmission of pathogens, we
focused the examination of such surfaces. To ensure sampling
of standardized areas (100 cm?) on the left and right armrest, in
the middle of the headboard and on the seat, sterile square
sampling templates of size 10 x 10 cm (Copan lItalia, Brescia,
Italy) were used. In the case of the patient call (71.5 cm?) and
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Figure 1. Colony counts before and post ultraviolet-C (UV—C) and manual disinfection (a) and log reduction values (b). White boxplots
represent colony-forming units (cfu)/cm? (a) before UV-C and manual disinfection per position. Light grey and grey filled boxplots display
cfu/cm? post-UV-C and manual disinfection, respectively. The width of boxplots depends on the number of values (UV—C N=36, manual
N=18). Detection limit, limit for successful disinfection and limit for insufficient disinfection are represented by black, green and red
dashed line. Log reduction values (b) of UV-C radiation are displayed by light grey and manual disinfection by grey filled boxplots. Results
of the t-test comparisons per position are represented by significances above brackets (n.s. = not significant, * P<0.05, ** P<0.01).

the examination chair control panel (71.2 cm?), only the front For microbiological examination of the surfaces flocked
side was sampled. As these hand contact surfaces are posi- nylon swabs (SRK FLOQSwabs, Product Code 906C, Copan Italia,
tioned on the top and front of the examination chairs, all Brescia, Italy) were moistened with neutralizing transport

surfaces were in direct radiation direction of the UV-C robot. medium and each surface was wiped following a standardized
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Table |
Evaluation of successful disinfection
Disinfection Success Proportion Percentage
uv-C Successfully disinfected (<1 cfu/cm?, no HAI pathogen) 163/216 75.5%
Light growth (>1-2.5 cfu/cm? and no HAI pathogen) 17/216 7.9%
Insufficient (>2.5 cfu/cm? or HAI pathogen) 36/216 16.6%
Manual Successful disinfected (<1 cfu/cm?, no HAI pathogen) 104/106 98.1%
Light growth (>1-2.5 cfu/cm? and no HAI pathogen) 1/106 0.9%
Insufficient (>2.5 cfu/cm? or HAI pathogen) 1/106 0.9%

HAI, healthcare-associated infection.

procedure. After sampling, the swabs were placed in the
associated screw cap tube with 2.5 mL neutralizing transport
medium and were immediately transported to the laboratory.

Tubes with swabs were vortexed for 30 s to elute bacteria
into transport medium. To determine total viable colony count
(cfu/cm?) of surfaces, quantitative cultures were conducted in
double determination by plating out 200 pL (detection limit
<6 cfu/surface) of transport medium or an appropriate 10-fold
dilution for untreated surfaces on Columbia agar with 5% Sheep
Blood (bioMérieux, Marcy UEtoile, France). In addition, 200 pL
each were spread out on Mannitol Salt Agar (Thermo Scientific,
Schwerte, Germany), Slanetz and Bartley (Thermo Scientific),
MaC Conkey (Thermo Scientific) and Sabouraud-Dextrose-Agar
(Thermo Scientific) culture plates to detect relevant nosoco-
mial pathogens. The plates were incubated for 48 h at 37 °C
under aerobic conditions and colony counts were determined in
correlation to the surface (cfu/cm?).

To detect relevant pathogens, morphologically conspicuous
colonies were identified using matrix-assisted laser desorp-
tion/ionization—time of flight (MALDI-TOF) mass spectrometry
and the MALDI Biotyper® database (Bruker, Bremen, Ger-
many). If Staphylococcus aureus and Enterococcus faecium
were identified, further investigation for the presence of oxa-
cillin or vancomycin resistance were performed using VITEK 2
(biomerieux, Nirtingen, Germany) for automated antibiotic
susceptibility testing.

The effectiveness of the disinfection was assessed using two
different evaluation criteria, the total colony counts and the
detection of relevant pathogens. Successful disinfection was
defined as total colony count of <1 cfu/cm? and lack of
potential pathogens. Subsequently, logarithmic reduction val-
ues (LRVs) were calculated by subtracting the log;q value of
mean total colony count per room and position before and after
disinfection. If the calculated mean value per cm? was less than
1, logqo of 1 was used to calculate LRVs, analogues to DIN EN
17272 [18]. Finally, the LRVs of UVCD and MD were compared.
Therefore, pairwise comparison using t-test was performed
with statistical software R (version 4.2.2 [19]) and R studio
(version 2022.12.0 [20]) and activated package rstatix [21]. As
described in DIN EN 14885, differences were defined as sig-
nificant if P-value was less than 0.05 [15].

Results

The examination of defined surfaces of examination chairs
before UVCD and MD showed a mean contamination of 23.3 and
29.7 cfu/cm?, respectively. No relevant difference in mean
contamination before UVCD and MD at the individual sampling
areas was observed. Of the surfaces examined, the headboard

was the most contaminated surface for both examination time
points (median: 27.4 cfu/cm?, inter-quartile range (IQR) 42.2 and
median 37.3 cfu/cm?, IQR: 171.0) followed by control panel
(median: 12.1 cfu/cm?, IQR: 21.1 and 19.8 cfu/cm?, IQR: 20.6),
patient call button (median: 9.3 cfu/cm?, IQR: 12.7 and 14.8 cfu/
cm?, IQR:10.3), armrest right (median: 8.0 cfu/cm?, IQR: 15.4
and 9.3 cfu/cm?, IQR: 7.4), armrest left (median 5.0 cfu/cm?,
IQR: 6.2 and 9.1 cfu/cm?, IQR: 7.3) and seat (median: 3.9 cfu/
cm?, IQR: 7.4 and 4.8 cfu/cm?, IQR: 7.3) (Figure 1a).

Before UVCD, E. faecium was detected on 5/216 and
S. aureus on 18/216 surfaces. Meticillin resistance was found in
seven of 18 S. aureus whereas for the detected E. faecium no
vancomycin resistance was observed. Before MD, E. faecium
wereidentifiedon 6/106 and S. aureuson 12/106 surfaces. Here,
four of six E. faecium were classified as vancomycin-resistant
(VRE). However, no MRSA was observed (Supplementary
Table S1).

After UVCD a median contamination of 0.35 cfu/cm? was
determined. Overall, 163 of 216 (75.5%) surfaces were dis-
infected successfully (Table 1). However, 16.6% of the exam-
ined surfaces showed insufficient disinfection (Table I). On
three surfaces, S. aureus and E. faecium were detected even
after UVCD (Supplementary Table S1). The UVCD without prior
cleaning achieved mean LRVs in the range of 0.5—1.2 logqo
(Figure 1b, Supplementary Table S2).

Following MD with alcohol-soaked wipes, a median surface
contamination of 0.1 cfu/cm? was detected. A total of 104 of
106 (98.1%) of the investigated surfaces were classified as
successfully disinfected. Insufficient disinfection was detected
on one of 106 surfaces, whereby no S. aureus and E. faecium
were identified (Supplementary Table S1). Performing MD
resulted in mean LRV in a range between 0.8 and 1.8 logqo
(Figure 1b, Supplementary Table S2).

Pairwise t-test revealed no statistically significant differ-
ences in LRV at armrest right, control panel, call button and
seat. LRVs at headboard (95% confidence interval (-1.17;
-0.25), P=0.004) and armrest left (95% confidence interval
(-0.516; -0.009), P=0.04) were observed to be statistically
significant different (Figure 1a).

Discussion

To reduce the risk of patients acquiring nosocomial infec-
tions because they are cared for in patient rooms previously
occupied by infected or colonized patients and to improve
disinfection success, the use of automatic UVCD devices in
hospitals has increased in recent years. Although there is no
appropriate harmonized European or international standard for
efficacy evaluation today, with the exception of the recently
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published British Standard BS 8628:2022 [13], inactivation of
various pathogens on surfaces following irradiation with whole-
room UVCD devices was claimed by the manufacturers [22].
Additionally, the stated efficacy in the manufacturer’s
instructions and in the literature are mostly not comparable,
due to differences in test procedures, surface properties,
target pathogens, room conditions and the diversity of the
devices [13]. Furthermore, there is indication that test
organisms used in laboratory testing may not be sufficiently
representative for assessing efficacy, as clinical isolates may
have an increased tolerance to UV-C [14]. To achieve effective
disinfection and improvement of patient safety, efficacy test-
ing standards which are rigorous, reliable and meaningful for
reality are required [23].

Even though appropriate standards for efficacy testing in
the laboratory could be created, the clinical settings in which
the devices are used are very different and individual. There-
fore, verification testing in the respective clinical environment
is recommended [9]. In particular, when considering replacing
standard disinfection procedures with novel products for which
no suitable standardized test procedure exists, it is recom-
mended that comparable field tests are performed to verify
that the test product is as least as effective as established
product [15].

Developing a reproducible and meaningful test procedure to
verify effectiveness in the real world is often a challenge.
Contamination of inanimate surfaces in hospital environment is
generally low [5,15,16], such that calculation of typical loga-
rithmic reduction is not appropriate [15]. Therefore, an
adaptation in evaluation criteria has to be made. The absence
of statistically significant differences between the results of
the established and the novel procedures was used as an
effectiveness criterion according to DIN EN 14885 [15]. As this
can also occur when both procedures are equally inadequate,
the evaluation criteria "achieve a state of a clean surface” was
added. Both criteria together enable a realistic verification of
efficacy in reality. To be able to use these evaluation criteria at
all, it is necessary to have naturally regularly and uniformly
contaminated surfaces, which is often a crucial problem in
reality. Due to the daily uniform use, with long contact times
the hand contact surfaces selected in this study were shown to
fulfil these criteria. During the study period of nine weeks,
comparable bacterial counts of 23.3 and 29.7 cfu/cm? on
average were detected for the examination chairs, indicating a
suitable setting for efficacy testing of disinfection procedures.
Furthermore, the tested surfaces are made of typical clinical
surface material such as coated plastics and imitation leather
and frequently showed visible organic contamination with
blood residues, skin flakes and fat. In addition, relevant noso-
comial pathogens E. faecium and S. aureus were found. These
highly challenging but realistic conditions enable the evalua-
tion of efficacy under real conditions.

The headboard was identified as the most contaminated
surface, which is plausible due to the permanent direct contact
with the head of the patient without the presence of clothes.
The control panel and call button were also in direct contact
with the skin and had higher contamination levels, while the
seat and armrests were less contaminated. On approximately
11% and 19% of surfaces E. faecium or S. aureus were detected
before UVCD and MD, respectively. Although a much higher UV-C
dose was used compared to previous studies [14,17] and bac-
terial contamination is lower, E. faecium and S. aureus were

detected even after UVCD, while no detection occurred after
MD.

The total number of colony forming units was decreased
from an average of 23.3 before to 1.98 cfu/cm? after UVCD and
29.7 before to 0.26 cfu/cm? after MD. Rutala et al. reported a
similar decrease of 384 cfu per site to 19 cfu after UVCD
without prior cleaning [24]. In another study, the median
number of cfu per sample was reduced from 110 to 4 [25]. Both
the results of the cited studies and the present results showed
LRVs in the range of 0.9—1.3. These reductions differ from LRVs
of >3—4 for various multi-drug-resistant pathogens evaluated
in laboratory experiments [12]. However, this is comprehen-
sible when test conditions were taken into account. Besides a
rather low surface load in reality, the presence of dirt and
shadows, among other things [9,13,26], influences the ach-
ievable reduction. Also the incomplete inactivation of micro-
organisms after full compliant alcohol-based disinfection is
consistent with previously published findings. Frickmann et al.
observed that the microbial bioburden on medical devices was
not completely removed after performing disinfectant cleaning
[5]. Similar results were obtained by Cheng et al. who inves-
tigated the efficacy of the wipe-rinse disinfection method with
sodium hypochlorite for decontaminating MRSA-contaminated
bed rails [27]. MRSA was shown to be reduced from 4.4 cfu/
cm? before to 0.4 cfu/cm? after MD [27]. In another publication
pre-moistened alcohol-based disinfection wipes were tested to
inactivate microbial bioburden on keyboards in a veterinary
teaching hospital [28]. The mean contamination on the surface
was reduced from 47.42 to 17.02 cfu/cm? after MD [28].

In addition to the reduction, the success of disinfection was
evaluated. In contrast to previously defined benchmarks
[29,30], surfaces with <1 cfu/cm? and no detection of
healthcare-associated pathogens were assessed as successfully
disinfected. This deviating definition was made because the
evaluation criteria usually refer to assessment of cleanliness in
routine [29,30]. As the samples were taken immediately after
the end of the exposure time, a more critical value was defined,
as the period of recontamination, was only very short. This was
in contrast to routine operation, where the influence of recon-
tamination needs to be considered when setting benchmarks.
Automated UVCD achieved 76% successful disinfection whereas
MD reached 98%. When evaluating these results, it must be
considered that MD was performed always by one well-trained
investigator, who operated in full accordance with manu-
facturer’s instructions and specified disinfection procedures.
Successful MD is mainly dependent on correct application
technique, compliance with the required exposure times and
selection of appropriate products [1]. However, achieving full
compliance with this is difficult, because the process is always
subject to human behaviour, which is influenced by time pres-
sures, usually poor remuneration, repetitive and physically
demanding work and, frequently, language barriers [8,31]. As
these factors had no influence in this study, the results obtained
here are to be evaluated as the result of an optimally performed
disinfection.

The statistical comparison of the differences in LRVs showed
significant results at headboard (P<0.01) and armrest right
(P<0.05). These results indicate that, assuming full compliance
with standard disinfection protocol, pre-soaked alcohol-based
wipe disinfection achieves greater reduction than UVCD with-
out prior cleaning. However, significant differences in LRVs
were only observed at two of six surfaces tested.
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As previously shown with monitoring by fluorescent marker
method, MD compliance was in the range of 49% [32] to 63%
[33]. In addition, 55% of the surfaces were found to be con-
taminated with multi-resistant pathogens even after terminal
disinfection [34]. Based on this knowledge, it can be assumed
that person-independent whole-room UVCD has the potential
to increase disinfection success in routine, even without prior
cleaning. However, claimed reductions achieved in laboratory
experiments are not accessible in routine practice.

Some limitations need to be mentioned. Calculated LRVs
were partly dependent on the number of colonies detected
before disinfection. As the bacterial count before MD was
slightly higher (statistically not significant) than before UVCD,
the calculated LRV for MD may be overestimated. Because
natural surface contamination fluctuates depending on use,
environmental conditions and micro-organisms, this is a factor
whose influence cannot be avoided. The large number of
examinations nevertheless makes it possible to draw con-
clusions about the effectiveness. In addition, the detection of
relevant pathogens after disinfection, although a UVCD that
was effective in laboratory experiments was used, underlines
the importance of field tests, even if slight fluctuations have to
be accepted for this. Another fact to consider is that contrary
to the usual recommendations for the use of automatic UVCD
processes, the efficacy was tested without prior cleaning. Dirt
and organic material present on the surface can reduce the
effectiveness of UVCD by protecting micro-organisms under-
neath from direct irradiation through shadowing [9,26]. How-
ever, because it is known that physical wiping and cleaning not
only removes organic material but also micro-organisms [31], a
measurement and determination of reduction with prior
cleaning would not allow a statement on the sole effectiveness
of UVCD, but only on the effect combined with the cleaning
performance. However, it can be assumed that higher LRVs
could be achieved if organic material were removed in
advance. To address this topic, future work should be
investigated.

Overall, this field test showed that UVCD without prior
mechanical cleaning could not achieve complete disinfection
success in practice. This observation is in accordance with
current recommendations for use and implementation [9].
With regard to usability, UVCD as an additive is time-consuming
and difficult to integrate into routine processes of environ-
mental cleaning. In cases of single-bed rooms, after the end of
contact isolation measures due to pathogens with high tenacity
and in areas where patients are possibly at risk for acquiring
hospital pathogens and no persons are present outside oper-
ating hours, an additional use of automated UVCD might be
suitable to close the gap of insufficient MD. However, at this
stage, it cannot be recommended to replace MD.

To date there is no appropriate harmonized standard for
laboratory efficacy testing of whole-room UVCD devices. Fur-
thermore, it is known that the effectiveness in reality can
differ greatly from the effectiveness under test conditions.
Therefore, establishment of reproducible and realistic field
tests to evaluate efficacy and to compare standard procedures
with novel products is of great importance. A comparison
between fully compliant MD with alcoholic pre-soaked wipes
and UVCD without prior cleaning of naturally contaminated
surfaces showed a greater reduction after MD for two of six
surfaces. However, operator-independent UVCD already
reached successful disinfection of 75%, which might be

increased by prior cleaning of the surfaces. Considering the low
success rate of disinfection in hospitals, this result never-
theless offers the possibility of improving disinfection
performance when used in combination with mechanical
cleaning or disinfection. Conducting such field tests prior to
implementation of novel procedures enables important
knowledge about efficacy of disinfection in hospital
environment.
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5 Zusammenfassung

Zur Verbesserung von Reinigungs- und Desinfektionsmaflinahmen in Krankenhausern werden
automatische Ultraviolett-C (UV-C) Raumdesinfektionsgerate vielfach als Lésungsansatz dis-
kutiert. Die Wirksamkeit von UV-C wurde bereits gegen ein breites Spektrum von Mikroorga-
nismen nachgewiesen. Hierbei wurden Unterschiede in den spezifischen Dosen und dem Aus-
mal’ der Keimreduktion festgestellt. Da Mikroorganismen unter umweltbedingtem Stress eine
Vielzahl von Schutzfaktoren ausbilden konnen, um ihre Tenazitat und somit unter Umstanden
auch die Toleranz gegenuber UV-C Strahlen zu erhdhen, ist es fraglich, inwiefern sich gene-
tisch diverse klinische Isolate im Vergleich zu Standardtestorganismen (StO) unterschiedlich
verhalten. Zur Beantwortung dieser Fragestellung wurden Oberflachen mit 10 genetisch diver-
genten Vancomycin-resistenten Enterococcus faecium (VRE), acht Methicillin-resistenten
Staphylococcus aureus (MRSA) und einem gering pigmentierten klinischen S. aureus Isolat
sowie dem jeweiligen StO kontaminiert und unter standardisierten Bedingungen mit UV-C Do-
sen von 22 und 50 mJ/cm? bestrahlt. Der Vergleich der erzielten Reduktionen ergab signifi-
kante Unterschiede sowohl zwischen den klinischen VRE Isolaten als auch dem StO, wahrend
fur MRSA mit Ausnahme eines Vergleiches keine statistisch signifikanten Unterschiede fest-
gestellt wurden. Klinische Isolate kdnnen demnach unter Umstanden toleranter gegen UV-C
sein als StO. Zudem unterscheiden sich die Wirksamkeitspriifungen unter Laborbedingungen
stark von der Realitat. Es ist daher fraglich, ob unter diesen Bedingungen erzielte Reduktionen
auch in der Realitat erreicht werden. Deshalb ist die Entwicklung und Etablierung von repra-
sentativen Feldstudien zur Prufung der Wirksamkeit von UV-C Desinfektionsverfahren (UVCD)
in der komplexen Krankenhausumgebung entscheidend. In der vorliegenden Arbeit konnten
Oberflachen identifiziert werden, welche naturliche und nahezu gleichmafige bakterielle Kon-
taminationen aufweisen, sodass die Durchflihrung von Feldstudien ermdéglicht wird. Unter die-
sen Bedingungen wurde die Desinfektionsleistung eines automatischen UV-C Roboters ohne
vorherige Reinigung mit vollstandig konformer manueller Desinfektion (MD) mit vorgetrankten
Wischtlchern verglichen. Fir die automatische UVCD und MD wurde eine Reduktion der Bak-
terienzahl von 0,9 logio bzw. 1,2 logio und ein Desinfektionserfolg von 75,5 % bzw. 98,1 %
ermittelt. Im Vergleich zu den Laborexperimenten wurden in der Feldstudie deutlich geringere
Reduktionen erzielt. Zudem wurden relevante klinische Erreger bei der UVCD, trotz der An-
wendung von unter Laborbedingungen wirksamen UV-C Dosen, nicht vollstandig entfernt.
Diese Ergebnisse untermauern die Notwendigkeit von Feldstudien, um die Wirksamkeit von
UVCD in der Realitat beurteilen zu kénnen. Vor dem Hintergrund unzureichender Desinfekti-
onserfolge manueller Verfahren im Krankenhausalltag, bietet die Anwendung bedienerunab-
hangiger UVCD durchaus ein Verbesserungspotential. Insbesondere als Zusatz zur manuellen
Reinigung kénnen solche Gerate einen zuverlassigen Lickenschluss unzureichender manu-
eller Verfahren und somit die Erhéhung der Patientensicherheit ermoglichen.
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6 Summary

To improve cleaning and disinfection performance in hospitals, automatic ultraviolet C (UV-C)
room disinfection devices are often discussed as a solution. The effectiveness of UV-C has
already been demonstrated against a broad spectrum of microorganisms, but differences in
the specific doses and the extent of germ reduction have been observed. Since microorgan-
isms under environmental stress can develop a variety of protective factors to increase their
tenacity and thus possibly also their tolerance to UV-C radiation, it is questionable to what
extent genetically diverse clinical isolates behave differently compared to standard test organ-
isms (StO). To answer this question, surfaces were contaminated with 10 genetically divergent
vancomycin-resistant Enterococcus faecium (VRE), eight methicillin-resistant Staphylococcus
aureus (MRSA) and one low-pigmented clinical S. aureus isolate as well as the respective StO
and irradiated with UV-C doses of 22 and 50 mJ/cm? under standardized conditions. The com-
parison of the achieved reductions showed significant differences between the clinical VRE
isolates and the StO, while no statistically significant differences were found for MRSA, with
the exception of one comparison. Clinical isolates may therefore be more tolerant to UV-C than
StO. In addition, the efficacy tests under laboratory conditions differ greatly from reality. It is
therefore questionable whether reductions achieved under these conditions will also be
achieved in reality. Therefore, the development and establishment of representative field stud-
ies to test the efficacy of UV-C disinfection in the complex hospital environment is crucial. In
the present work, it was possible to identify surfaces that exhibit regular and almost uniform
bacterial contamination, so that field studies can be carried out. Under these conditions, the
disinfection performance of an automatic UV-C robot without prior cleaning was compared with
fully compliant manual disinfection (MD) using pre-soaked wipes. For the automatic UV-C dis-
infection and MD, a reduction in bacterial count of 0.9 log+, and 1.2 logio and a disinfection
success of 75.5% and 98.1% were determined, respectively. Compared to laboratory experi-
ments, the reductions achieved in the field study were significantly lower. Furthermore, rele-
vant clinical pathogens were not completely removed during UV-C disinfection, despite the
application of irradiation doses, which were effective under laboratory conditions. These results
demonstrate the need to perform field studies to assess the efficacy of UV-C disinfection pro-
cedures in reality. Considering the insufficient disinfection success of manual procedures in
everyday hospital practice, the use of operator-independent UV-C disinfection robots certainly
offers potential for improvement. Especially as a supplement to manual cleaning and disinfec-
tion, such devices can reliably close the gap of insufficient manual procedures and thus in-

crease patient safety.
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