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Statistische Verfahren zur Beschreibung
von phanotypischen Empfindlichkeits-
daten

Statistical methods for description of phenotypic
susceptibility data

Inga Ruddat', Kristina Kadlec?, Stefan Schwarz?, Lothar Kreienbrock'

Diese Arbeit gibt eine Ubersicht tber statistische Verfahren zur Deskription von
Empfindlichkeitsdaten. Die Datengrundlage fir Resistenzstudien stellen haufig
minimale Hemmkonzentrationen (MHKs), gemessen fiir verschiedene antimi-
krobielle Wirkstoffe, dar. Aus Sicht der statistischen Methodenlehre sind (semi-)
quantitative MHK-Werte ordinal skaliert und sollten daher auch mit fir ordinale
Daten geeigneten statistischen Verfahren ausgewertet werden.

Zur Beschreibung der Resistenzlage pro Wirkstoff bietet sich zunachst die Haufig-
keitsverteilung der MHK-Werte an. Resistenzmuster konnen anhand von Haufig-
keiten der Resistenzprofile beschrieben werden. Genauere Einblicke in Auftreten
und Verdnderungen von gleichzeitiger Resistenz gegentiber verschiedenen Wirk-
stoffen liefert die systematische Analyse der Abhangigkeitsstruktur. Des Weiteren
konnen Unterschiede zwischen Resistenzprofilen durch Anwendung geeigneter
Distanzmale quantifiziert werden und gangige Verfahren der multivariaten
Statistik zur Deskription und komplexeren Analyse von Empfindlichkeitsdaten
herangezogen werden. Um Ergebnisse verschiedener Studien vergleichbarer zu
machen, ist es wiinschenswert, so viel Informationsgehalt wie moglich darzustel-
len und dabei eine einheitliche Struktur zu verfolgen.

Schliisselworter: Resistenzmuster, MHK, Abhdngigkeitsstruktur, multivariate
Analyse

This paper summarizes statistical methods to describe susceptibility data. A
frequent data basis in resistance studies are minimum inhibitory concentrations
(MICs), measured for different antimicrobial agents. In the statistical context these
(semi) quantitative MIC values are ordinal scaled. Therefore, they should be ana-
lysed with statistical tools appropriate for ordinal data.

The resistance situation for each antimicrobial agent is often described using
frequency distributions of MIC values. Resistance patterns can be described by
frequencies of resistance profiles. More detailed insights into appearance and
changes of simultaneous resistance against different agents are provided by a
systematic analysis of dependency structure in susceptibility data. Furthermore,
the calculation of differences between resistance profiles using appropriate dis-
tance measures enables the application of common methods of multivariate sta-
tistic for description and more complex analysis of susceptibility data. To improve
the comparability of study results, it is desirable to present as much information
as possible in a uniform way.

Keywords: resistance pattern, MIC, dependency structure, multivariate analysis
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Einleitung

Antimikrobielle Resistenz stellt ein grofies Problem in
der Human- und Tiermedizin dar. Folglich wird eine
Vielzahl von Studien veroffentlicht, die antimikrobielle
Empfindlichkeitsdaten enthalten. Um Studienergebnisse
vergleichbarer zu machen, ist es wiinschenswert, dass
neben einer standardisierten Messung der Daten auch
bei der Darstellung der Ergebnisse eine einheitliche
Struktur verfolgt wird. Im Kontext von Resistenzmoni-
toring und -surveillance gibt es dazu im Wesentlichen
zwei Hauptfragestellungen. So ist es einerseits von Inte-
resse, zu untersuchen, wie sich die Resistenzsituation
fiir einzelne Wirkstoffe entwickelt. Zum anderen steht
die Erkennung neuer Resistenzmuster bzw. von Veran-
derungen in bestehenden Resistenzmustern im Fokus.
Die Datengrundlage stellen in der Regel minimale
Hemmbkonzentrationen (MHKSs) dar, deren Messung
eine gingige Methode zur quantitativen Bestimmung
des Grads der Empfindlichkeit eines bakteriellen Erre-
gers gegeniiber einem antimikrobiellen Wirkstoff ist.
Im Rahmen dieser Arbeit werden zunéchst die statis-
tischen Eigenschaften von MHK-Werten beschrieben.
AnschlieSend werden gingige statistische Methoden
zur Deskription von Resistenzverteilungen einzelner
Wirkstoffe sowie zur Deskription von Resistenzmustern
und Verteilungen von Resistenzprofilen dargestellt. Zur
systematischen Untersuchung von gleichzeitig auf-
tretenden Resistenzen gegen verschiedene Wirkstoffe
wurden von Ruddat et al. (2012) Verfahren entwickelt,
die hier zusammenfassend wiedergegeben werden. Sie
ermoglichen es, insbesondere in groflen Datensitzen,
auffallige Resistenzmuster zu erkennen. Die Kennt-
nis solcher Abhédngigkeitsstrukturen in Empfindlich-
keitsdaten ist ein essenzieller Schritt im Rahmen der
Interpretation von weiterfiihrenden Analysen, wie z. B.
Ursache-Wirkungs-Modellen zur Untersuchung mog-
licher Einflussfaktoren auf die Entstehung und Verbrei-
tung von antimikrobiellen Resistenzen. Abschliefsend
wird die Moglichkeit erldutert, Empfindlichkeitsdaten
distanzbasiert im Kontext bekannter multivariater sta-
tistischer Verfahren auszuwerten. Alle dargestellten Ver-
fahren werden anhand der Empfindlichkeitsdaten eines
Kollektivs von MRSA-Isolaten veranschaulicht.

Statistische Eigenschaften von phédno-
typischen Empfindlichkeitsdaten

MHK-Werte

Eine gdngige Methode zur Bestimmung des Grads der
Empfindlichkeit eines bakteriellen Erregers gegeniiber
einem antimikrobiellen Wirkstoff ist die Messung des
MHK-Werts mittels Bouillon-Mikrodilution. Hierzu
werden kommerziell verfiigbare Mikrotiterplatten ver-
wendet, in deren Vertiefungen unterschiedliche Konzen-
trationen der zu priifenden Wirkstoffe — {iblicherweise
in einer zweifachen Verdiinnungsreihe — enthalten sind.
Der MHK-Wert entspricht der niedrigsten Konzentra-
tion eines Wirkstoffs, bei der kein sichtbares Bakteri-
enwachstum vorhanden ist, und wird in pg/ml bzw.
mg/l angegeben (Schwarz et al., 2003). Diese Grofe
ist per Definition quantitativ, jedoch ist die Anzahl der
moglichen Werte abhdngig von den im Testpanel der
Mikrotiterplatte getesteten Konzentrationsstufen des
jeweiligen Wirkstoffs und somit diskret beschrankt. So

werden z. B. im Rahmen des GERM-Vet-Programms
fir den Wirkstoff Chloramphenicol zehn Konzentra-
tionsstufen im Bereich 0,5-256 mg/l gepriift. Wird das
Bakterienwachstum durch eine Konzentration von bei-
spielsweise 4 mg/l des Wirkstoffs gehemmt, wahrend
es eine Konzentration von 2 mg/l noch nicht getan hat,
ist die realisierte MHK 4 mg/l. Die wahre MHK liegt
jedoch irgendwo zwischen 2 mg/l und 4 mg/l. Wird das
Bakterienwachstum bereits durch die niedrigste gepriifte
Konzentration gehemmt, ist der tatsdchliche Wert klei-
ner als oder gleich diese(r) Konzentration. Fiir MHK-
basierte Berechnungen wird in diesen Fallen die MHK
als niedrigste getestete Konzentration festgelegt. Ist die
Empfindlichkeit eines Isolats so gering, dass das Wachs-
tum nicht durch die hochste getestete Konzentration
eines Wirkstoffs gehemmt wird, bedeutet dies, dass die
MHK grofier als die hochste getestete Konzentration ist.
Fiir MHK-basierte Berechnungen wird in der Regel
die ndchsthohere Konzentrationsstufe in der zweifachen
Verdiinnungsreihe herangezogen. Folglich ist die MHK
eine intervallskalierte GrofSe. Aufgrund der unterschied-
lichen Breite der zugrunde liegenden Wertebereiche
sollten Messwerte daher als ordinal aufgefasst und mit
entsprechenden  statistischen Methoden ausgewertet
werden. Ausgehend von einer zweifachen Verdiinnungs-
reihe entstehen durch eine log2-Transformation von
MHK-Werten dquidistante Abstdnde von 1 und Berech-
nungen sollten basierend auf diesen Werten durch-
geflihrt werden. Die Verteilungen von MHK-Werten
eines Wirkstoffs in einer Population untersuchter Bak-
terien haben héufig eine bimodale Form. Diese entsteht
dadurch, dass es in einem Untersuchungskollektiv von
Isolaten eine Gruppe von empfindlichen Isolaten mit
niedrigen MHK-Werten geben kann und eine Gruppe
mit h6heren MHK-Werten, deren Empfindlichkeit durch
einen erworbenen Resistenzmechanismus reduziert ist.

Qualitative Interpretation von MHK-Werten

Die quantitativen Messwerte der Empfindlichkeitsprii-
fung kénnen durch sogenannte Interpretationskriterien
qualitativ beurteilt werden. Diese miissen entsprechend
der verwendeten Durchfiihrungsvorschrift gewahlt wer-
den. Es gibt zwei unterschiedliche Typen von Interpre-
tationskriterien. Fiir Surveillance-Fragestellungen bietet
es sich an, Isolate durch epidemiologische Cut-off-Werte
als Wildtyp oder Nicht-Wildtyp einzustufen, wodurch
bindre Daten entstehen. Im klinischen Kontext sollten
klinische Grenzwerte verwendet werden, durch die Iso-
late als sensibel (s), intermedidr (i) oder resistent (r)
eingestuft werden, sodass wiederum ordinale Daten ent-
stehen. Zur Betrachtung von Resistenzprofilen wird oft
diese dreistufige Information pro Wirkstoff weiter ver-
einfacht und zu einer bindren Information zusammen-
gefasst. Hierbei finden sich Studien, in denen sensible
und intermedidre Isolate gemeinsam als nicht-resistent
(nr) aufgefasst werden (z. B. Alali et al., 2009), aber auch
Studien, in denen intermedidre und resistente Isolate als
nicht-sensibel (ns) interpretiert werden (z. B. Bhavnani
et al., 2003). Aus den (s, i, r)-Profilen entstehen somit
(nr, r)-Profile bzw. (s, ns)-Profile.

Da diese qualitativen Daten selbst bereits Ergebnis
eines Interpretationsschrittes sind, ist es generell sinnvoll,
bei Resistenzuntersuchungen mit den originalen MHK-
Werten zu arbeiten. Die im Rahmen dieser Ausfiih-
rungen beschriebenen Methoden werden aber sowohl
hinsichtlich der Auswertung von MHK-Werten als auch
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multivariaten Statistik zu dessen
Auswertung herangezogen wer-
den konnen.

Tetrazyklin Erythromycin Clindamycin Trimethoprim

Beispiel-Datensatz

Um im Folgenden eine systema-
tische Darstellung der statisti-
schen Analysen von Resistenz-
daten vorzunehmen, stehen
Empfindlichkeitsdaten von 46
porzinen MRSA ST398 Isolaten
aus dem nationalen Resistenz-
monitoringprogramm  GERM-
Vet von 2008 zur Verfiigung, die
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bereits ausfiihrlich von Kadlec et
al. (2009) beschrieben wurden.
Von den 30 getesteten antimi-

krobiellen Wirkstoffen wurden
. Daten fiir elf reprdsentative
: Wirkstoffe aus unterschiedlichen

Wirkstoffklassen ausgewdhlt. Die
Empfindlichkeitsbestimmung
wurde mittels Bouillon-Mikro-
dilution gemafl den Vorgaben
- des CLSI (2008) durchgefiihrt.
ABBILDUNG 1: Grafische Darstellung der wirkstoffspezifischen MHK-Hiufigkeits- Die Isolate wurden anhand von
verteilungen, gemessen in mg/l von 46 ST398 MRSA-Isolaten nach Kadlec et al. (2009); Klinischen Grenzwerten als sensi-
grau hinterlegt sind die Konzentrationsstufen, die im Testpanel nicht getestet wurden; bel (s), intermediér (i) oder resis-
- - zeigen die verwendeten klinischen Grenzwerte. tent (r) entsprechend CLSI-Doku-
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hinsichtlich der Auswertung von durch klinische Grenz-
werte beurteilten qualitativen Empfindlichkeitsdaten
beschrieben. Der Ubersichtlichkeit halber wird im Fol-
genden nicht explizit auf durch epidemiologische Cut-
off-Werte beurteilte Daten hingewiesen. Jedoch kénnen
die hier beschriebenen und fiir bindre Daten geeigneten
Verfahren auch auf diese angewendet werden.

Datenstruktur

Waurden fiir ein Kollektiv von Isolaten die Empfindlich-
keiten gegen verschiedene antimikrobielle Wirkstoffe
getestet, kann die Struktur der Daten wie in Tabelle 1
aufgefasst werden, in der MHK-Werte fiir jedes Isolat
und fiir jeden getesteten Wirkstoff dargestellt sind. Ste-
hen lediglich qualitativ beurteilte Daten zur Verfiigung,
konnen diese in analoger Form in einem Datenblatt
aufgefiihrt werden. In einem solchen Datenblatt sind die
beobachteten Empfindlichkeiten fiir die verschiedenen
Isolate gegentiber einem Wirkstoff spaltenweise aufge-
fihrt. Des Weiteren entspricht das Resistenzprofil eines
Isolats den Werten einer Zeile des Datenblattes. Aus
statistischer Sicht wird ein solches Resistenzprofil auch
als multivariate Groie aufgefasst, sodass Verfahren der

TABELLE 1: Datenstruktur von MHK-Werten fiir p
antimikrobielle Wirkstoffe von n Isolaten

Isolat Wirkstoff
1 2 p
1 mhk;; | mhkq, mhk;, < Resistenzprofil von Isolat 1
2 mhk21 mhk22 mhkzp
n mhk,; | mhk,, mhkp
T

Beobachtungen fiir Wirkstoff 1

ment M31-A3 (2008) klassifiziert.
Fir Enrofloxacin wurden die fiir Ciprofloxacin aner-
kannten Grenzwerte entsprechend CLSI-Dokument
M100-S23 (CLSI, 2013) verwendet. Falls CLSI-Grenz-
werte flir bestimmte Wirkstoffe nicht verfiigbar waren,
wurden Isolate mit sehr hohen MHK-Werten, welche
sich zusétzlich noch deutlich von den normalverteil-
ten MHK-Werten unterschieden, als resistent erachtet.
Diese Klassifizierung wurde durch den Nachweis ent-
sprechender Resistenzgene oder resistenzvermittelnder
Mutationen gestiitzt (Kadlec und Schwarz, 2009; Hau-
schild et al., 2012; Wendlandt et al., 2014). Dies war
der Fall fiir Spectinomycin (> 512 mg/l) und Tiamulin
(2 32 mg/l). Eine Liste der Wirkstoffe ist in Tabelle 2
dargestellt.

Deskription von Empfindlichkeitsdaten
pro getestetem Wirkstoff

Haufigkeitsverteilung

Eine komprimierte und detaillierte Beschreibung der
Resistenzlage jedes einzelnen Wirkstoffs erfolgt in der
Regel durch die tabellarische Darstellung der wirkstoft-
spezifischen MHK-Haufigkeitsverteilungen (Tab. 2).
Hierbei werden zeilenweise die antimikrobiellen Wirk-
stoffe aufgelistet und spaltenweise die verschiedenen
getesteten Konzentrationsstufen aufgefiihrt. In die Zel-
len der Tabelle wird die beobachtete Anzahl der Iso-
late pro Wirkstoff und Konzentrationsstufe eingetragen.
Durch Einfarbung der Zellen wird gekennzeichnet, wel-
che Konzentrationen der einzelnen Wirkstoffe gepriift
wurden. Auflerdem werden durch entsprechende Mar-
kierungen die verwendeten Grenzwerte zur qualitativen
Beurteilung der Werte angegeben. In Tabelle 2 ist eine
solche Haufigkeitsverteilung fiir die 46 MRSA ST398
Isolate dargestellt. Alternativ konnen die wirkstoffspezi-
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TABELLE 2: Tabellarische Darstellung der wirkstoffspezi- fischen MHK-Verteilungen mit zugehérigem Priifbereich
fischen MHK-Hiufigkeitsverteilungen von 46 MRSA ST398 und Grenzwerten grafisch dargestellt werden (Abb. 1).
Isolaten nach Kadlec et al. (2009); grau hinterlegt sind die im
Testpanel nicht gepriiften Konzentrationsstufen; | zeigen die MHKso und MHKgo
verwendeten klinischen Grenzwerte. Ubliche Mafde zur Deskription von MHK—Verteﬂungen
sind der MHK5p- und der MHKgyy-Wert. Der MHKj5,-
c e § glal2sl3|522la Wert ist die Wirkstoffkonzentration, bei der mindestens
ST YT - 50 % der Isolate der Stichprobe in ihrem Wachstum
gehemmt werden, und entspricht somit dem Median der
-2 2122 ]y s NS pe Stichprobe. Formal ldsst sich dieses Maf§ nach Schwarz
B B et al. (2010) fiir einen antimikrobiellen Wirkstoff durch
B e I N R B N B S B S S B Y
UR-S o | v ) [=9) [e)) ) — @ o® N ] mhK , q5) falls n gerade
o o o © ® @ ™~ @ ® *® I= MHK 0 = {mhk((,m)xo_s) falls n ungerade
£ ol | oo ol @l e o é bestimmen. Hierbei bezeichnen mhk), mhkep), ...,
o e B I T Bl e e A B U I mhk, die geordnete Stichprobe der MHK-Werte von
— g n Isolaten eines Wirkstoffs. Der MHKgo-Wert ist die
£ |8/ 28« & S O P - A O & Wirkstoffkonzentration, bei der mindestens 90 % der
= ~ © ) © oy Isolate der Stichprobe in ihrem Wachstum gehemmt
< VC’ werden, und entspricht somit dem 90%-Quantil bzw.
° N g dem 90%-Perzentil der Stichprobe. Formal ergibt sich
g dieses Maf3 durch
ﬁ o o o o CIC.)
0 U MHK. = mhk falls n x 0,9 eine ganze Zahlist und t =nx 0,9
E 0= {mhkm falls nx 0,9 keine ganze Zahlist und t die auf n x 0,9 folgende ganze Zahl *
g e = °le g Die so berechneten Mafizahlen fiir die 46 MRSA
2 ST398 Isolate sind in Tabelle 2 aufgefiihrt.
S < 2| o o|o| ~ ™ £ Davon ausgehend, dass MHK-Werte ordinal skaliert
g sind und hdufig eine bimodale Struktur der Daten auf-
Tl -18lo|lolo|lm|gl|- ° < tritt, sind andere statistische Kenngrofien wie beispiels-
£ weise die Angabe von arithmetischen Mittelwerten oder
oo S Standardabweichungen der beobachteten MHK-Werte
=S B El E i El el E A e EE R formal nicht sinnvoll, da sie nicht addquat interpretiert
2 5 werden kénnen.
E’ Ol o|lo|~|o|o|lo|o|a|o| oo % -
= £z Anteile fiir qualitative Empfindlichkeitsdaten
g w|o|lo|lo|lo|lo|-|lolalc|lnlola :g:- Fiir die wirkstoffspezifische Beschreibung von qualitativ
= (S beurteilten Empfindlichkeitsdaten werden {iblicherweise
E < die relativen Haufigkeiten, d. h. die Anteile, der ein-
=3 R e R R e A A I IR I - zelnen Kategorien angegeben. Diese konnen ebenfalls
= _§' g in der Tabelle der MHK-Haéufigkeitsverteilung genannt
E|~|o|o|o|o|w|o|o|lo|~|olv| gL werden, wie es flir die dreistufige Information s, i, r in
2 E ; Tabelle 2 erfolgt ist.
8 ~|lo|lo]|o Nlo|lw|o|o| ]| |9 % &
E = Deskription von Resistenzprofilen und
< 2|lo|le - v|o|Q|lo|lo|~|Q|R|Y % -mustern
e  —
in 2=z PR .
dlo|2|w|o|-|v|o Bl N85 = ngflgkeltsvgrtellung . . .
=53 Eine Besghrglbgng der Resistenzmuster einer Stlchprobe
B elolnlalalals clolo “; 3 z erfolgt hdufig in tabellarischer Form durch Auflistung
s - ~ g9o: der verschiedenen Resistenzprofile mit Angabe der
£5 % Haufigkeiten, wobei fiir jeden Wirkstoff zwischen nicht-
- Sy £ . . X . .
S olmlole ol olo| £S5 resistent und resistent bzw. sensibel upd nicht-sensibel
S E“_;g unterschieden wird (Tab. 3). Anhand einer solchen Dar-
g0 stellung kann zudem abgelesen werden, wie hiufig und
2 ol o 5 ololol¥gs welche Mehrfachresistenzen auftreten. Einzelne Publi-
=) = gg kationen pradsentieren grafische Darstellungen einer
— vt Haufigkeitsverteilung von Resistenzprofilen. Williams et
K $SE al. (2013) verwenden ein {ibliches Saulendiagramm mit
£ -l lolelt | zlwl2lal oz s Angabe des 0/1 kodierten Profils als Achsenbeschrif-
s |E|E|IC|E 58 5|58 8| a|rSF tung (Abb. 2). Bei dieser Darstellungsweise erhélt der

Betrachter primdr die Information, wie gleichméfig bzw.
ungleichmifig haufig die verschiedenen Resistenzpro-
file in der Stichprobe auftreten. Um welche Muster es
sich im Speziellen handelt, kann anhand der Achsen-
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Vorgehensweisen liefern durch die zweidi-
mensionale Darstellung zwei Aspekte der
Datenbeschreibung. Zum einen werden
Resistenzmuster gelistet, an denen abge-
lesen werden kann, wie viele und welche
Mehrfachresistenzen auftreten (zeilenweise
Information). AuRerdem wird ein Uberblick
iiber die Testergebnisse pro Wirkstoff gege-
ben (spaltenweise Information).

Diversitat

Zur Beschreibung der Diversitdt von Resis-
tenzprofilen einer Stichprobe bietet es sich
an, die Anzahl der verschiedenen beobach-

10000001000
10000000010

ABBILDUNG 2: Profilhiufigkeitsverteilung der 46 MRSA ST398 Isolate
nach Kadlec et al. (2009); die Profile unterscheiden zwischen resistent (1)
und nicht-resistent (0) fiir jeden antimikrobiellen Wirkstoff in folgender
Reihenfolge: Tetrazyklin, Erythromycin, Clindamycin, Trimethoprim, Sul-
famethoxazol/Irimethoprim, Gentamicin, Spectinomycin, Chloramphenicol,

Enrofloxacin, Tiamulin, Quinupristin/Dalfopristin.

und Abbildungsbeschriftung nachvollzogen werden, ist
aber visuell nicht sehr eingédngig. Eine inhaltlich tiefere
Beschreibung von Resistenzmustern kann mithilfe von
unterschiedlich eingefarbten Feldern in einem Rastergit-
ter erfolgen (z. B. Scaria et al., 2010). Neben der Darstel-
lung von bindren Profilen kann hierbei auch durch drei
verschiedene Farbabstufungen pro Wirkstoff zwischen
einem sensiblen, intermedidren bzw. resistenten Test-
ergebnis unterschieden werden. Die Haufigkeiten der
Profile konnen dabei visuell iiber die Darstellung jedes
beobachteten Profils (Abb. 3) oder komprimiert tiber
die Darstellung jedes auftretenden Profils mit Angabe
der beobachteten Héufigkeit (Abb. 4) erfolgen. Beide

TABELLE 3: Tabellarische Darstellung der Hiufigkeitsvertei-
lung von (nr, r)-Profilen der Resistenzeigenschaften zusdtzlich
zur Methicillin-Resistenz der 46 MRSA ST398 Isolate nach

Kadlec et al. (2009) (fiir Abkiirzungen der Wirkstoffe s. Tab. 2)

Nr. | Profil Haufigkeit %
1 TET 17 37,0
2 TET+ERY+CLI+TMP+SXT 5 10,9
3 TET+ERY+CLI 4 8,7
4 [ TET+TMP+SXT 4 8,7
5 TET+ERY+CLI+TMP+SXT+SPE+TIA+SYN 1 2,2
6 TET+ERY+CLI+TMP+SXT+GEN+CHL 1 2,2
7 TET+ERY+CLI+TMP+SXT+SPE+TIA 1 2,2
8 TET+ERY+CLI+TMP+SPE+TIA+SYN 1 2,2
9 TET+ERY+CLI+TMP+SXT+CHL 1 2,2
10 | TET+ERY+CLI+TMP+GEN 1 2,2
11 | TET+ERY+CLI+GEN+SPE 1 2,2
12 | TET+ERY+CLI+TMP 1 2,2
13 | TET+ERY+CLI+GEN 1 2,2
14 | TET+ERY+CLI+TIA 1 2,2
15 | TET+ERY+CLI+ENR 1 2,2
16 | TET+TMP+SXT+TIA 1 2,2
17 | TET+TMP+GEN 1 2,2
18 | TET+TMP+ENR 1 2,2
19 [ TET+CHL 1 2,2
20 | TET+TIA 1 2,2

teten Profile in Relation zum Stichproben-
umfang anzugeben. Dieser Wert kann als
Schétzung der Wahrscheinlichkeit, dass zwei
zuféllig ausgewdhlte Isolate unterschiedliche
Resistenzprofile zeigen, interpretiert werden
(Pleydell et al., 2010). Je groer der beobach-
tete Wert ist, desto hoher ist die Diversitat
der Profile. Fiir die 46 MRSA ST398 Isolate
wurden 25 verschiedene (s, i, r)-Profile beobachtet. Dies
ergibt als Wahrscheinlichkeit, dass zwei Isolate unter-
schiedliche Profile zeigen, einen Wert von 54,3 %.

Analyse der Abhangigkeitsstruktur

In einer Bakterienpopulation treten verstarkt bestimmte
Resistenzmuster auf, wobei gleichzeitig auftretende
Resistenzen gegen mehrere Wirkstoffe z. B. durch eine
dhnliche chemische Struktur oder einen dhnlichen Wirk-
mechanismus der Wirkstoffe, durch genetisch verkniipfte
Resistenzmechanismen oder durch einen gleichzeitigen
Therapieeinsatz der Wirkstoffe erfolgen koénnen. Eine
Quantifizierung von gleichzeitig auftretenden Resis-
tenzen erfolgt durch eine systematische Analyse der
Abhéngigkeitsstruktur von Empfindlichkeitsdaten. Die
Ergebnisse einer solchen Analyse sind geeignet, um im
Rahmen von Monitoring und Surveillance von antimi-
krobieller Resistenz Dynamiken in Resistenzmustern
iber die Zeit zu beobachten. Des Weiteren kann das
Auffinden neuer Resistenzmuster hypothesengenerie-
rend flir die diagnostische Forschung sein, indem durch
Sequenzanalysen die verantwortlichen Resistenzmecha-
nismen und deren Organisation untersucht werden.
AufSerdem sind Kenntnisse dieser Strukturen essenziell
fiir die geeignete Interpretation von Ergebnissen kom-
plexerer statistischer Analysen. Durch folgende von Rud-
dat et al. (2012) beschriebene Verfahren kann eine solche
systematische Analyse der Abhdngigkeitsstrukturen in
phénotypischen Empfindlichkeitsdaten erfolgen.

Korrelation zwischen MHK-Werten

Der Zusammenhang zwischen MHK-Werten zweier
antimikrobieller Wirkstoffe kann mithilfe des fiir ordi-
nale Daten geeigneten Rangkorrelationskoeffizienten
nach Spearman p analysiert werden, der Werte zwi-
schen -1 (negative Korrelation) und +1 (positive Korre-
lation) annimmt. Ein Ergebnis nahe +1 deutet in diesem
Anwendungsgebiet darauf hin, dass wenn die MHK-
Werte fiir den einen Wirkstoff erhoht sind, sie es auch fiir
den anderen sind (unabhingig von Uberschreitungen
qualitativer Interpretationskriterien). Zur Visualisierung
des Zusammenhangs kénnen sogenannte Jittered Scat-
terplots verwendet werden. Hierzu werden zu jeder
Beobachtung kleine Zufallszahlen addiert, wodurch
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ABBILDUNG 3: Darstel-
lung der Resistenzmuster
fiir 46 MRSA ST398 Isolate
nach Kadlec et al. (2009);
eine Zeile entspricht dem

(s, i, r)-Profil eines Isolats:

weifle Felder markieren
ein sensibles Ergebnis,

hellgraue Felder markieren
ein intermediires Ergebnis
und dunkelgraue Felder ein

resistentes Ergebnis (fiir

Abkiirzungen der Wirkstoffe
s. Tab. 2).

ABBILDUNG 4: Dar-

stellung der Resistenzmus-

ter mit Angabe der Hiu-

figkeiten fiir (s, i, v)-Profile

von 46 MRSA ST398

Isolaten nach Kadlec et al.
(2009); weifSe Felder markie-
ren ein sensibles Ergebnis,
hellgraue Felder markieren
ein intermediires Ergebnis
und dunkelgraue Felder ein

resistentes Ergebnis (fiir

Abkiirzungen der Wirkstoffe
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tiberlappende Datenpunkte dargestellt werden kdnnen.
Beispiel fiir eine hohe Korrelation zwischen den MHK-
Werten der 46 MRSA ST398 Isolate ist die Betrachtung
von Erythromycin und Clindamycin mit einem p von
0,929, wahrend die Kombination von Clindamycin und
Trimethoprim keinen auffalligen Zusammenhang zeigt
(p = 0,245). Die Jittered Scatterplots beider Vergleiche
sind in Abbildung 5 dargestellt.

Assoziation zwischen qualitativen Empfindlichkeitsdaten

Die Assoziation zwischen qualitativen Empfindlichkeits-
daten zweier antimikrobieller Wirkstoffe kann mithilfe
von Kontingenztafeln untersucht werden. Grafisch kén-
nen die beobachteten Héufigkeiten dhnlich wie in einem
Jittered Scatterplot dargestellt werden. Hohe Haufig-
keiten auf der Hauptdiagonalen eines solchen ,Kontin-
genzplots” sprechen fiir einen moglichen Zusammen-
hang zwischen den Resistenzeigenschaften. Fiir die Aus-
wertung grofSer Datensatze bietet es sich an, anstelle der
Darstellung einzelner Punkte die Héufigkeiten in den
Kontingenzplots durch Farbkodierungen anzugeben
(Ruddat et al.,, 2012). Zur Quantifizierung der Assozia-
tion konnen der Resistenzindex R und der Suszeptibi-
litdtsindex S herangezogen werden. Der Resistenzindex
ist definiert als die Wahrscheinlichkeit eines Isolats, fiir
alle betrachteten Wirkstoffe gleichzeitig resistent zu sein,
wenn es flir mindestens einen Wirkstoff resistent ist. Fiir
die Betrachtung zweier Wirkstoffe ldsst er sich durch

__ Anzahl Isolate (fiir Wirkstoff 1 resistent und fiir Wirkstoff 2 resistent)
Anzahl Isolate (fiir Wirkstoff 1 resistent und/oder fiir Wirkstoff 2 resistent)

berechnen. Der Suszeptibilititsindex ist analog zur Mes-
sung der gleichzeitigen Suszeptibilitdt definiert. Fiir die
Betrachtung zweier Wirkstoffe ldsst er sich durch

__ AnzahlIsolate (fiir Wirkstoff 1 sensibel und fiir Wirkstoff 2 sensibel)
Anzahl Isolate (fiir Wirkstoff 1 sensibel und/oder fiir Wirkstoff 2 sensibel)

berechnen. Die Formeln beider Indices kénnen fiir die
gleichzeitige Betrachtung mehrerer Wirkstoffe zur Mes-
sung von Multiresistenzen angepasst werden. AufSer-
dem konnen exakte Konfidenzintervalle angegeben
werden (Ruddat et al., 2012). Beide Mafse nehmen Werte
zwischen 0 und 1 an. Sind die Werte beider Indices fiir
die gleiche Wirkstoffkombination nahe 1, bedeutet dies,
dass Isolate haufig gleichzeitig resistent und gleichzeitig
sensibel gegen die betrachteten Wirkstoffe sind. Dies
kann beispielsweise auf eine genetische Verkniipfung
der entsprechenden Resistenzmechanismen oder eine
Kreuzresistenz hindeuten, sodass diese Maf3zahlen vor
allem dazu geeignet sind, die empirischen Zusammen-
hédnge in Populationen zu beschrieben. Dies ist vor
allem bei Vergleichen von Populationen iiber die Zeit
oder auch zwischen Regionen von Bedeutung. Generell
sollten Interpretationsansétze aber nur unter Einbezie-

TABELLE 4: Kontingenztafeln der qualitativen Emp-
findlichkeitsdaten von 46 MRSA ST398 Isolaten nach
Kadlec et al. (2009) fiir Erythromycin und Clindamycin
sowie Trimethoprim und Clindamycin

s Erythromycin Trimethoprim
i r s r
Clindamycin s 26 0 0 19 7
i 0 0 0
r 0 0 20 8 12
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hung von Kontingenztafeln bzw. -plots angestellt wer-
den. Des Weiteren ist eine vollstindige Interpretation
von detektierten Auffilligkeiten nur durch weiterge-
hende mikrobiologischen Charakterisierungen moglich.
Hohe Assoziationen lassen sich fiir die 46 MRSA
ST398 Isolate zwischen Erythromycin und Clindamycin
mit R = 1 und S = 1 beobachten. Keine Auffalligkeiten
zeigt die Kombination von Clindamycin und Trime-
thoprim mit R = 0,444 und S = 0,559. Die zugrunde
liegenden Kontingenztafeln sind in Tabelle 4 sowie die
Kontingenzplots in Abbildung 6 dargestellt.

Distanzbasierte Auswertung

Da einzelne Resistenzinformationen von Isolaten einer
Bakterienpopulation gegen verschiedene Wirkstoffe
nicht unabhéngig sind, ist es sinnvoll, das Resistenzpro-
fil eines Isolats im Rahmen der statistischen Auswertung
als Ganzes zu betrachten und somit eine multivariate
Auswertung vorzunehmen. Verfahren der multivariaten
Statistik basieren héufig auf der Auswertung von soge-
nannten Distanzen, durch welche die Ahnlichkeit bzw.
Unterschiedlichkeit zwischen verschiedenen Individuen
gemessen wird. Hierzu werden jeweils die Beobach-
tungen zweier Individuen mithilfe eines DistanzmafSes

verglichen, wobei gilt: Je grofer die Distanz, desto stér-
ker unterscheiden sich die Beobachtungen. Welches Dis-
tanzmaf’ konkret gewahlt wird, hdngt vom Skalenniveau
der betrachteten Variablen sowie der fachinhaltlichen
Fragestellung ab.

Fir eine sinnvolle Berechnung von Distanzen zwi-
schen phanotypischen Empfindlichkeitsdaten ist es not-
wendig, basierend auf pharmakologischer, mikrobio-
logischer, klinischer und epidemiologischer Expertise
festzulegen, welche Wirkstoffe gemeinsam im Resistenz-
profil betrachtet werden sollen. Resistenzen gegen ver-
schiedene Wirkstoffe, die durch den gleichen Resistenz-
mechanismus hervorgerufen werden, wiirden beispiels-
weise bei gleichzeitiger Betrachtung starker gewichtet
werden als andere. Fiir den hier betrachteten Beispiel-
datensatz haben sich durch die Analyse der Abhdngig-
keitsstrukturen hohe Zusammenhdnge zwischen Ery-
thromycin und Clindamycin gezeigt. Dies basiert auf der
ausschlieSlichen Prasenz der Gene erm(A), erm(B) und/
oder erm(C), die alleinig oder in diversen Kombinati-
onen bei den Isolaten dieses Testkollektivs vorkommen
(Kadlec et al., 2009). Diese Gene kodieren fiir Methyla-
sen, welche die gemeinsame Bindungsstelle fiir Makro-
lide (z. B. Erythromycin) und Lincosamide (z. B. Clin-

damycin) in der 23S rRNA der

128 — E™ 128 TR Py Ribosomen chemisch modifi—
64 — 64 zieren, sodass Vertreter beider
c 32 — c 32 Wirkstoffklassen nicht mehr
S 16 — + S 16 +| an ihre Zielstrukturen binden
£ 8 — £ 8 konnen. Aufgrund dieser hier
2 4 2 4 auftretenden  Kreuzresistenz
&) f ] o f (Werckenthin et al., 2005;
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ABBILDUNG 5: Jittered Scatterplots der MHK-Werte von 46 MRSA ST398 Isolaten
nach Kadlec et al. (2009) fiir Erythromycin und Clindamycin sowie Trimethoprim und

Clindamycin.
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ABBILDUNG 6: Kontingenzplots der qualitativen Empfindlichkeitsdaten von 46 MRSA
ST398 Isolaten nach Kadlec et al. (2009) fiir Erythromycin und Clindamycin sowie Trime-

thoprim und Clindamycin.

Bei bindr kodierten Resis-
tenzprofilen wird pro Wirk-
stoff zwischen zwei Eigen-
schaften unterschieden, z. B.
nicht-resistent und resistent.
Die Distanz zwischen den
Profilen zweier Isolate kann in
diesem Fall mithilfe des soge-
nannten Simple Matching-
Koeffizienten quantifiziert
werden. Dieser zahlt, fir wie
viele Wirkstoffe unterschied-
liche Testergebnisse beobach-
tet wurden, und liegt somit
zwischen 0 (identische Profile)
und der Anzahl der getesteten
Wirkstoffe (komplett unter-
schiedliche Profile). Fir die
(nr, r)-Profile der 46 MRSA
ST398Isolatewerden Distanzen
zwischen0und7 gemessen, was
bedeutet, dass sich die Profile
der Isolate in maximal sieben
Testergebnissen fiir die hier
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betrachteten zehn Wirkstoffe unterscheiden. Das Mittel
aller Distanzen ist 2,318.

Bei (s, i, r)-Profilen wird pro Wirkstoff zwischen drei
moglichen Testergebnissen unterschieden: sensibel,
intermedidr und resistent. Da die Kategorien in eine
Reihenfolge gebracht werden koénnen, d. h. ordinaler
Natur sind, ist es sinnvoll, Unterschiede zwischen den
einzelnen Kategorien zu gewichten. Wird z. B. fiir den
gleichen Wirkstoff flir ein Isolat ein sensibles Tester-
gebnis beobachtet und fiir ein anderes ein resistentes
Testergebnis, kann dieser Unterschied mit 1 gewertet
werden, wahrend ein Unterschied zwischen sensibel
und intermedidr bzw. intermediar und resistent nur mit
0,5 gewertet wird. Bei Wahl dieser Gewichtungen liegt
auch dieses Distanzmafi zwischen 0 und der Anzahl
der getesteten Wirkstoffe. Dieses Distanzmaf$ entspricht
der sogenannten Manhattan-Distanz (auch City-Block-
Metrik) fiir ordinale Beobachtungen. Fir die (s, i, 1)-
Profile der 46 MRSA ST398 Isolate werden bei Betrach-
tung der zehn Wirkstoffe Abstdnde zwischen 0 und 6,5
gemessen. Das Mittel aller Distanzen ist 2,594.

Zur Messung der Unterschiede zwischen zwei MHK-
Resistenzprofilen kann pro Wirkstoff auch gezahlt wer-
den, um wie viele Konzentrationsstufen sich die Test-
ergebnisse der beiden Isolate unterscheiden, und diese
Werte {iber alle Wirkstoffe aufsummiert werden. Wird
zusdtzlich pro Wirkstoff der gemessene Unterschied
durch die Anzahl der fiir diesen Wirkstoff im Testpanel
untersuchten Konzentrationsstufen dividiert, werden
alle Wirkstoffe gleich stark gewichtet und die gemessene
Distanz nimmt Werte zwischen 0 (identische Profile)
und der Anzahl der getesteten Wirkstoffe (das eine Iso-
lat wurde durch die kleinste Konzentrationsstufe jedes
Wirkstoffs gehemmt, wahrend das andere Isolat jeweils
durch die hochste Konzentrationsstufe nicht gehemmt
werden konnte) an. Die Distanz zwischen zwei belie-
bigen Isolaten, hier bezeichnet durch Isolat i und Isolat j,
ergibt sich somit durch

Distanz (Isolat 1, Isolat j) =

2 |K0nzemrationsstufe(lsolal i, Wirkstoff k) - Konzentrationsstufe (Isolat j, Wirkstoff
w\rkm2|'ck=| Anzahl der Konzentrationsstufen (Wirkstoff k)

Das gewidhlte Distanzmaf entspricht einer Manhat-
tan-Distanz und ldsst sich formal {iber die Anwendung
auf logarithmierte MHK-Werte abbilden (Ruddat, 2013).

Resistenzscore

Zur Messung des Grads der antimikrobiellen Resistenz
basierend auf Distanzen wird von Ruddat (2013) der
Resistenzscore RS vorgeschlagen. Dieser entspricht dem
Abstand des Resistenzprofils eines jeden Isolats zu der
,grofitmoglichen Empfindlichkeit”, die ein Isolat dersel-
ben Studie theoretisch haben kann. Die grofitmégliche
Empfindlichkeit wird je nach Datengrundlage durch ein
fir die jeweils betrachteten Wirkstoffe vollstandig sen-
sibles Profil bzw. durch ein Profil mit den kleinstmog-
lichen MHK-Werten reprasentiert. Bei Verwendung der
oben beschriebenen Distanzmafse nimmt der Resistenz-
score Werte zwischen 0 und der Anzahl der getesteten
Wirkstoffe an. Fiir (nr, r)-Profile entspricht der Score

des Isolats. Die Verteilungen des Resistenzscores fiir
die 46 MRSA ST398 Isolate sind in den Abbildungen 7
(MHK-Profile) und 8 ([nr, r]-Profile) dargestellt.

Komplexere distanzbasierte Verfahren

Die Betrachtung von Distanzen zwischen Empfind-
lichkeitsdaten ermdglichen verschiedene Ansdtze zur
Modellierung der antimikrobiellen Resistenz als Ziel-
groBe in Ursache-Wirkungs-Modellen. Solche Modelle
ermoglichen beispielsweise Analysen iiber die Zeit oder
die Identifizierung von Risikofaktoren, die einen Einfluss
auf die Entstehung und Verbreitung von antimikrobieller
Resistenz haben koénnen. Berge et al. (2003) schlagen
die Clusteranalyse zur Einteilung von Resistenzprofi-
len in Kategorien vor, um anschlieffend diese ordinale
Clusterzugehorigkeit als Zielgrofie in mehrfaktoriellen
generalisierten linearen Regressionsmodellen zu ana-
lysieren. Ruddat (2013) diskutiert die Moglichkeit, den
Resistenzscore als quantitative Zielgrofse (basierend auf
MHK-Profilen) bzw. als Zahlgréfe (basierend auf quali-
tativen Empfindlichkeitsdaten) in Regressionsmodellen
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Resistenzscore basierend auf MHK-Profilen

ABBILDUNG 7: Verteilung des Resistenzscores basierend auf
MHK-Profilen von 46 MRSA ST398 Isolaten nach Kadlec et al.

(2009).
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der Anzahl resistenter Testergebnisse fiir das betrachtete

Wirkstoftkollektiv. Generell gilt fiir den Resistenzscore:
Je starker die Empfindlichkeit des betrachteten Isolats
beeintrachtigt ist, desto grofier ist der Resistenzscore und
desto grofier ist der Grad der antimikrobiellen Resistenz

ABBILDUNG 8: Verteilung des Resistenzscores basierend auf
(nr, r)-Profilen von 46 MRSA ST398 Isolaten nach Kadlec et al.
(2009).
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zu verwenden. Des Weiteren wird auf die Anwendung
des distanzbasierten Permutationstest auf multivariate
phénotypische  Empfindlichkeitsdaten eingegangen.
Dieses nichtparametrische multivariate Verfahren wird
von Ruddat et al. (2013) fiir eine Risikofaktorenanalyse
von antimikrobieller Resistenz in humanen Salmonella
Typhimurium Isolaten genutzt.

Fazit

Im Rahmen dieser Arbeit wurde eine Ubersicht {iber sta-
tistische Verfahren zur Beschreibung von phéanotypischen
Empfindlichkeitsdaten gegeben. Als Datengrundlage
wurden dabei MHK-Werte bzw. durch Interpretations-
kriterien qualitativ beurteilte Empfindlichkeitsdaten fiir
verschiedene antimikrobielle Wirkstoffe eines Kollektivs
von 46 MRSA-Isolaten betrachtet. Aufgrund der einge-
schrankten Anzahl von getesteten Konzentrationsstufen
sollten MHK-Werte als ordinal skaliert aufgefasst und
ausgewertet werden. Gangige Vorgehensweisen belau-
fen sich im Wesentlichen auf Haufigkeitsverteilungen
der beobachteten MHK-Werte pro Wirkstoff mit Angabe
einiger Kenngréflen sowie auf Haufigkeitsverteilungen
von Resistenzprofilen basierend auf qualitativen Emp-
findlichkeitsdaten. Grundsétzlich sollte der Informati-
onsgehalt von in Studien prdsentierten Ergebnissen so
gros wie moglich sein, um die Ergebnisse verschie-
dener Studien vergleichen zu koénnen. Aufgrund von
unterschiedlichen Interpretationskriterien und zudem
Anderungen in den Interpretationskriterien tber die
Zeit lassen letztlich nur die MHK-Werte selbst zuverlas-
sige Interpretationen zu. Die MHK-Verteilungen allein
durch MHK5p und MHKyy ohne Angabe der Vertei-
lung selbst zu charakterisieren, ist nicht ausreichend,
da MHK-Verteilungen oft mehrgipflig und asymme-
trisch sind. Fiir die Deskription von Resistenzmustern
ist es aufgrund der grofien Diversitit zwischen den
Profilen dagegen oft nicht sinnvoll, MHK-Profile anzu-
geben, sondern stattdessen Héufigkeitsverteilungen
von qualitativ beurteilten Empfindlichkeitsdaten zu
betrachten. Fiir durch klinische Grenzwerte beurteilte
Daten ist es dabei wiinschenswert, die Haufigkeiten der
(s, i, r)-Profile anzugeben und nicht lediglich die von
bindr kodierten Profilen. In der Literatur werden inter-
medidre Isolate unterschiedlich interpretiert, entweder
als nicht-resistent oder als nicht-sensibel, wodurch
ein Vergleich von Ergebnissen verschiedener Studien
unmoglich sein kann.

Des Weiteren wurden Verfahren zur systematischen
Analyse der Abhdngigkeitsstruktur zwischen Empfind-
lichkeitsdaten verschiedener Wirkstoffe beschrieben.
Diese ermdglichen es, Auffalligkeiten bzw. Verdnde-
rungen in Resistenzmustern insbesondere bei grofien
Datensdtzen zu beschreiben. Abhdngigkeitsstrukturen
in Empfindlichkeitsdaten zu erkennen und zu verstehen
ist ein wichtiger Schritt im Rahmen der Interpretation
von Ursache-Wirkungs-Modellen zur Untersuchung
moglicher Einflussfaktoren auf die Entstehung und
Verbreitung von antimikrobieller Resistenz (siehe auch
Ludwig et al., 2013; Williams et al., 2013). Die vollstan-
dige Interpretation von beschriebenen Auffilligkeiten
ist jedoch nur durch vertiefende molekulare Analysen
moglich.

Komplexere statistische Analysen, wie etwa die Model-
lierung von antimikrobieller Resistenz als Zielgréfe in

Regressionsmodellen, werden durch die Analyse von
Distanzen zwischen Resistenzprofilen ermoglicht. Hier-
bei ist es wiederum moglich, direkt MHK-Profile als
Datengrundlage zu wéhlen und somit auch Verdnde-
rungen unterhalb bzw. oberhalb von Grenzwerten zu
untersuchen. Bei der Wahl des Distanzmafes zur Mes-
sung der Unterschiede zwischen MHK-Profilen sollte
das ordinale Skalenniveau beachtet werden, was bei-
spielsweise durch die hier vorgeschlagene Manhattan-
Distanz erfolgt.
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