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1 EINLEITUNG

Die Resistenzentwicklung von Mikroorganismen gegeniiber Antibiotika stellt in der Behand-
lung von Infektionen ein stetig wachsendes Problem dar. Besonders schwerwiegend ist diese
Entwicklung im Bereich der grampositiven Bakterien. Zu den Problemkeimen, die multiple
Resistenzen gegen Breitbandpenicilline, Cephalosporine, Aminoglykoside und Glykopeptide
aufweisen, gehoren die Vancomycin-resistenten Enterokokken (VRE), auch als Glykopeptid-

resistente Enterokokken (GRE) bezeichnet.

Die Verbreitung dieser multiresistenten Erreger hat in den 90er Jahren weltweit stark zuge-
nommen. In den USA stieg die Resistenzrate von Enterokokken gegeniiber Vancomycin bei
nosokomialen Infektionen auf Normalstationen von 0,3% (1989) {iber 7,9% (1993) auf 15%
(1997), auf Intensivstationen im gleichen Zeitraum von 0,4% tiber 13,6% auf 23%, in einigen
Bereichen bis 42% (37, 89). Auch aus anderen Léndern wird von dhnlichen Entwicklungen
berichtet. So waren 1998 in England und Wales 24% aller E. faecium-Stdmme resistent gegen
Vancomycin, wihrend es 1993 noch 6,3% gewesen waren (63, 89). Die Haufigkeit von VRE
ist in Deutschland bislang geringer: Eine deutsche Multicenterstudie in den Jahren 1996/1997
ergab bei klinischen Isolaten eine Glykopeptidresistenzrate bei E. faecium von 12%, bzw. bei

allen Enterokokken-Isolaten von 4,3% (74).

Auch bei Patienten des Universititsklinikums Gieen traten Infektionen mit VRE auf. Insbe-
sondere bei Dialyse- und Intensivpatienten wurden solche Keime aus Urin und Trachealsekret
isoliert. Ausgangsquelle fiir die jeweilige Infektion ist in der Regel die Stuhlflora der Patien-
ten. Die intestinale Kolonisation mit VRE wird von vielen Autoren als Voraussetzung fiir die
Entwicklung einer Infektion beschrieben (23, 24, 49, 59). Symptomlose Keimtrager stellen
auBerdem ein bedeutendes Reservoir dar, das unbemerkt zur Verbreitung von VRE beitragen

kann (23).



Enterokokken sind grampositive, in Ketten liegende, katalasenegative, fakultativ anaerobe
Kokken. Sie gehoren zur Familie der Streptococcaceae und wurden frither zu den Streptokok-
ken gezéhlt (Serogruppe D nach Lancefield). Seit 1984 bilden sie eine eigene Gattung (21, 33,
61).

Enterokokken sind Teil der physiologischen Darmflora von Mensch und Tier, kdnnen aber
auflerhalb ihres natiirlichen Standortes Krankheiten verursachen (61, 75). Im Vordergrund
stechen Harnwegsinfektionen und Peritonitis, seltener sind eitrige Wundentziindungen und
Sepsis. Auch ca. 10% der Endokarditiden werden durch Enterokokken verursacht (40, 50, 75,
81, 85). Enterokokken werden bei 12-14 % aller Krankenhausinfektionen isoliert, wobei es
sich zu etwa 90% um E. faecalis und zu etwa 10% um E. faecium handelt, wihrend andere

der 17 bisher bekannten Enterokokken-Spezies nur sehr selten vorkommen (3, 33, 37, 85).

Die Therapie von Enterokokkeninfektionen erfolgt in der Regel mit Aminopenicillinen. Bei
Endokarditis ist die Kombination mit einem Aminoglykosid sinnvoll. Bei Allergien oder Re-
sistenzen gegen [(-Lactam-Antibiotika sind Makrolide oder Glykopeptide Mittel der Wahl
(40, 46, 84, 85).

Seit vielen Jahren nimmt die Resistenz von Enterokokken gegen unterschiedliche Antibiotika
stetig zu. Die zuerst aufgetretenen Resistenzen richteten sich gegen Aminoglykoside. In den
60er Jahren tauchten Stimme mit Hochresistenz gegen Streptomycin auf, es folgte Ende der
70er Jahre die Resistenz gegen Gentamicin. Seit Anfang der 80er Jahre werden Resistenzen
gegen Breitbandpenicilline sowie gegen Tetracycline, Makrolide, Lincosamide, Chloramphe-
nicol und éltere Chinolone beobachtet (40, 75). Enterokokken weisen zudem eine natiirliche
Resistenz gegen Cephalosporine auf. Der breite Einsatz dieser Antibiotika in den Kliniken
fiihrte zu einem Selektionsvorteil fiir Enterokokken (37, 73, 74). Die Resistenz gegen Glyko-
peptide ist ein weiteres Problem. Zum ersten Mal wurde im Jahre 1988 von Vancomycin-
resistenten Enterokokken (VRE) berichtet, die selbst durch dieses Reserveantibiotikum nicht

mehr wirkungsvoll bekdmpft werden konnten (31, 41).



Zu den Glykopeptidantibiotika zédhlen Vancomycin und Teicoplanin. Sie sind gegen die meis-
ten grampositiven Bakterien gut wirksam. Gegen gramnegative Bakterien haben
Glykopeptidantibiotika keine Wirkung, da sie zu groB sind, um die dullere Membran gramne-

gativer Bakterien zu durchdringen (83).

Vancomycin wird von Streptomyces orientalis produziert. Es wurde 1956 unter dem Druck
des vermehrten Auftretens Penicillinase-produzierender Staphylococcus-aureus-Stdmme ent-
wickelt (17, 61). Es hemmt den Zellwandaufbau grampositiver Bakterien, indem es an das D-
Alanyl-D-Alanin-Ende des Pentapeptidanteils des Peptidoglykans bindet, aus dem die Zell-
winde der Bakterien bestehen. So wird die Peptidoglykansynthese sterisch behindert (17, 83).

Teicoplanin ist ein neueres Glykopeptidantibiotikum, das erst seit 1989 zur Verfiigung steht.
Die Substanz kann aus Kulturen von Actinoplanes teichomyceticus gewonnen werden und
stellt ein Gemisch aus bis zu 6 komplexen Glykopeptiden dar. Der Wirkungsmechanismus

und das Wirkungsspektrum sind mit dem von Vancomycin vergleichbar (38, 45, 62).

Wie kommt es zu einer verminderten Empfindlichkeit der Enterokokken gegeniiber Glyko-
peptiden? Sie kann durch unterschiedliche genetische Verdnderungen bedingt sein, nach
denen man die Resistenztypen VanA, VanB, VanC, VanD und VanE unterscheidet. Der Re-
sistenzmechanismus ist bei den verschiedenen Typen dhnlich: Das endstéindige D-Alanin am
D-Alanyl-D-Alanin-Rest des Pentapeptides der Bakterienzellwand wird abgespalten und bei
VanA, VanB und VanD durch D-Lactat, bei VanC und VanE durch Serin ersetzt. An diese
Substituenten konnen Glykopeptide nicht mehr oder nur schlecht binden (37, 85, 89).

Am haufigsten ist der Genotyp VanA. Die betreffenden Stimme zeigen eine Resistenz gegen
Vancomycin und Teicoplanin. Induziert werden kann vanA durch Glykopeptide (Vancomy-
cin, Teicoplanin, Avoparcin und Ristocetin) und einige andere Stoffe (u.a. Bacitracin und
Polymixin B) (10, 85). Das vanA-Gen ist auf einem Transposon lokalisiert, welches wieder-
um hiufig in ein konjugatives Plasmid integriert ist (10). Dadurch ist eine Ubertragung der
Resistenzgene sowohl zwischen verschiedenen Enterokokkenstimmen als auch auf andere
grampositive Bakterienspezies, wie z.B. Staphylokokken, mdglich. Insgesamt finden sich auf
dem Transposon die Gene fiir neun Proteine. Die Proteine ORF1 und ORF2 sind zustindig fiir

die Transposition. Die Gene vanR und vanS kodieren fiir Regulatorproteine, die erst bei An-



wesenheit von Glykopeptiden die Exprimierung der eigentlichen Resistenzgene vanH, vanA
und vanX induzieren (5, 89). VanH ist eine Dehydrogenase, die Pyruvat in D-Lactat umwan-
delt. Die von vanX kodierte Peptidase spaltet das endstindige D-Alanin des entsprechenden
Zellwandbausteines ab. Mit Hilfe der Ligase VanA wird nun das D-Lactat an die Stelle des D-
Alanins gesetzt (85, 89). Die akzessorischen Proteine VanY und VanZ werden mit Resistenz
bei Alaniniiberschuss bzw. mit spezifischer ,low-level“-Teicoplaninresistenz in Verbindung

gebracht (89).

Enterokokken des VanB-Typs zeigen nur eine Resistenz gegen Vancomycin. Gegeniiber Tei-
coplanin bleiben sie zumeist empfindlich (10, 85). Das vanB-Gen kodiert ebenfalls fiir eine
Ligase und kann sowohl auf dem Chromosom als auch auf Plasmiden lokalisiert sein. Somit

handelt es sich auch hier um eine iibertragbare Resistenz (11, 65, 89).

Der VanC-Typ findet sich als natiirliche Resistenzeigenschaft gegen Vancomycin bei den
Spezies E. casseliflavus, E. gallinarum und E. flavescens. Das Resistenzniveau ist jedoch so

gering, dass es therapeutisch ohne Bedeutung ist (10, 37, 85).

Der VanD-Typ zeigt eine Resistenz gegen Vancomycin und Teicoplanin, VanE nur gegen
Vancomycin. Diese beiden Typen sind bisher sehr selten aufgetreten und sind fiir die Praxis

bislang ohne Bedeutung (37, 85).

Als hauptsichliche Ursachen fiir die Verbreitung der Vancomycinresistenz bei Enterokokken
werden zwel Moglichkeiten diskutiert: Erstens der gehdufte Einsatz von Glykopeptiden zur
Therapie in der Humanmedizin und zweitens die Verwendung von kreuzreagierenden Sub-

stanzen in der Tiermast (37, 53).

Fiir die erste These spricht, dass die Ausbreitung von VRE in Krankenhédusern parallel zu ei-
nem deutlichen Anstieg des Vancomycinverbrauchs erfolgte: In den USA stieg der Umsatz
von Vancomycin von 1987 bis 1995 von etwa 5000 auf 12800 Kilogramm pro Jahr. Der Pro-
Kopf-Verbrauch lag dort 1993 zehn mal so hoch wie in Danemark (10). Auch am Gie3ener
Universitéitsklinikum ist der Vancomycinverbrauch von 1988 bis 1997 um ein Vielfaches ge-

stiegen (siche Abb. 1.1).
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Abb. 1.1: Vancomycinverbrauch des Giefiener Universititsklinikums'

Zur zweiten Ursache ist anzumerken, dass das Glykopeptid Avoparcin jahrelang als Futterzu-
satz in der Tiermast (Schweine, Gefliigel, Kilber, Rinder) Verwendung fand. Im Jahre 1994
wurden beispielsweise in Danemark 24000 kg Avoparcin verflittert, wihrend in der Human-
medizin nur 24 kg Vancomycin verbraucht wurden (86). Im Darm der Tiere wurden dadurch
Avoparcin-resistente Enterokokken selektioniert, die auch gegen Vancomycin resistent sind
(35, 87). Diese VRE konnen iiber die Nahrungskette oder durch mangelhafte Hygiene auf den
Menschen iibertragen werden; Resistenzgene aus den tierischen VRE konnen in Enterokok-
ken des Menschen integriert werden (71). Unterstiitzt wird diese Hypothese dadurch, dass
VRE mit denselben Resistenzgenen auch bei nicht hospitalisierten Personen ohne Kontakt zu
Glykopeptiden nachgewiesen werden konnten (34). Dieses Problem fiihrte dazu, dass der Ein-
satz von Avoparcin in Deutschland im Januar 1996 und in der EU im April 1997 verboten
wurde (85, 87). Nach dem Verbot ging die Anzahl der VRE-kontaminierten Lebensmittelpro-
ben drastisch zuriick. Untersuchungen des Robert-Koch-Instituts ergaben 1994 in

" Quelle: Dr. M. Brumhard, Leiter der Apotheke des Universititsklinikums Gieen



Deutschland eine massive Kontamination aller untersuchten Proben von im Handel angebote-
nem Gefliigel mit glykopeptidresistenten Enterokokken. 1997, ein Jahr nach dem Verbot des
Avoparcineinsatzes, waren nur noch 25% der untersuchten Proben in geringen Konzentratio-

nen durch VRE kontaminiert (36).

Eine weitere Gefahr, die mit der Glykopeptidresistenz von Enterokokken einhergeht, ist die
Tatsache, dass die plasmid-gebundenen Resistenzgene auf weitaus pathogenere Erreger, wie
zum Beispiel Staphylococcus aureus, iibertragen werden kénnen. Im Labor ist diese Ubertra-
gung bereits gelungen. Es wird befiirchtet, dass solche Situationen kiinftig auch in

Krankenhdusern auftreten kdnnten (57, 60, 68).

Das Auftreten von VRE bei Patienten des Universititsklinikums Gieflen gab Anlass zu den
vorliegenden Untersuchungen. Als Risikofaktoren fiir eine Infektion oder Kolonisation von

Krankenhauspatienten mit VRE werden in der Literatur diskutiert (10, 12, 22, 85, 89):

* eine vorausgegangene Therapie mit Vancomycin

* eine vorausgegangene Therapie mit Breitbandantibiotika, insbesondere Cephalosporinen

* die Grunderkrankung der Patienten, insbesondere chronisches Nierenversagen, Maligno-
me und Transplantationen

» die Dauer des Krankenhausaufenthaltes

¢ die Nihe zu Patienten oder Personal mit einer Kolonisation durch VRE

Ziel der vorliegenden Arbeit war es, die Pridvalenz der intestinalen Keimtrager in der Allge-
meinbevolkerung und unter den Patienten des GieBBener Universititsklinikums zu bestimmen.
Es sollte gepriift werden, wie hiufig der Resistenztyp VanA ist und welchen Einfluss Risiko-
faktoren wie die Therapie mit verschiedenen Antibiotika, die Grunderkrankung der Patienten
und die Hospitalisationsdauer auf die intestinale Kolonisation mit VRE haben. Ferner sollte
durch Vergleich von Resistenzmustern und mittels molekularbiologischer Methoden geklért
werden, ob es sich bei den klinischen Isolaten um verwandte Stimme handelte, die innerhalb
des Krankenhauses verbreitet waren. Die Ergebnisse sollten Aufschluss dariiber liefern, mit

welchen Maflnahmen das Auftreten und die Verbreitung von VRE verhindert werden konnen.



2 PATIENTEN, MATERIAL UND METHODEN

2.1 Untersuchte Personen

Die Untersuchungen umfassten verschiedene Personengruppen:

2.1.1 Nicht hospitalisierte Personen

Vom 12.09.1996 bis zum 27.03.1998 wurden Stuhlproben von 1252 nicht hospitalisierten,
gesunden Personen aus dem mittelhessischen Raum untersucht (760 Frauen, 492 Miénner;
Alter 3 — 68 Jahre, im Mittel 32 Jahre). Es handelte sich dabei um Proben, die zu gesetzlich
vorgeschriebenen Kontrolluntersuchungen an das Medizinaluntersuchungsamt am Institut fiir
Medizinische Mikrobiologie in Gieflen eingeschickt wurden (von Gesundheitsdmtern, Kii-

chen, Betriebsérztlichen Untersuchungsstellen, usw.).

2.1.2 Patienten des Universitiatsklinikums Giellen

Vom 04.11.1996 bis zum 30.04.1998 wurden Stuhlproben von 370 Patienten aus verschiede-
nen Bereichen des Klinikums untersucht (180 Frauen, 190 Ménner; Alter <1 — 86 Jahre, im
Mittel 35 Jahre). Die Verteilung der Patienten iiber die Klinikumsbereiche ist in Tabelle 2.1.
dargestellt.

349% dieser Patienten hatten innerhalb der letzten vier Wochen vor Abgabe der Stuhlprobe
zumindest ein Mal Vancomycin erhalten (30% nur intravends, 3% nur oral, 1% intravenos
und oral). Patienten mit bereits bekannter VRE-Infektion wurden aus der Studie ausgeschlos-
sen, bei Mehrfachnachweis von VRE bei einem Patienten wurde jeweils die erste Probe

gewertet.

Bei den spiter als ,,onkologisch-hdmatologische Grunderkrankungen® bezeichneten
Erkrankungen handelte es sich um Leukdmien (AML, 32 Pat.; CML, 7 Pat.; CLL, 7 Pat.;

ALL, 4 Pat.; Haarzell-Leukdmie, 1 Pat.), Lymphome (22 Pat.), Plasmozytome (8 Pat.),
7



Pat.; Haarzell-Leukdmie, 1 Pat.), Lymphome (22 Pat.), Plasmozytome (8 Pat.), Myelo-
dysplastische/ Myeloproliferative Syndrome (4 Pat.), Kolonkarzinome (3 Pat.), Metastasen
bei unbekanntem Primarius (3 Pat.), Hodentumoren (3 Pat.), Sarkome (3 Pat.), Bronchialkar-
zinome (2 Pat.)), Mundbodenkarzinome (2 Pat.), maligne Histiozytosen (2 Pat.),
Mammakarzinom (1 Pat.) und Neuroendokrines Karzinom (1 Pat.); bei den ,,nephrologischen
Grunderkrankungen® um terminale Niereninsuffizienz und Dialyseabhidngigkeit (10 Pat.),
Zustand nach Nierentransplantation (20 Pat.), chronische Niereninsuffizienz (3 Pat.), Glome-

rulonephritis (2 Pat.), Hydronephrose (1 Pat.) und akutes Nierenversagen (1 Pat.).

Tab. 2.1: Patientendaten (Alter: Mittelwert)

Klinikumsbereich Anzahl ménnlich | weiblich Alter
Innere Medizin gesamt 213 107 106 55,5
* Onkologie/Hamatologie 86 43 43 60,0
* Nephrologie 39 15 24 53,4
e Intensivstation 7 2 5 433
* sonstige Stationen 81 47 34 52,7
Kinderklinik gesamt 143 77 66 2,5
*  Onkologie/Hédmatologie 16 10 6 53
e Intensiv- und Friihgeb.-stationen 43 19 24 0,4
* sonstige Stationen 84 48 36 3,0
Neurologie 4 3 1 56,8
Chirurgie 3 1 2 60,7
sonstige Bereiche 7 2 5 30,4

2.2 Untersuchungsmaterial

Von den 1252 nicht hospitalisierten, gesunden Personen und den 370 Patienten aus dem Kli-
nikum wurden Stuhlproben auf VRE untersucht. In den Vergleich der Enterokokkenisolate

wurden zusétzlich VRE-Stimme einbezogen, die im gleichen Untersuchungszeitraum von der



Diagnostikabteilung des Institutes fiir Medizinische Mikrobiologie der Universitit Gielen aus
klinischem Untersuchungsmaterial (Urin, Blutkulturen, Wundabstrichen, Sputum, Katheter-

spitzen, Stuhl, Rachenabstrichen) isoliert wurden.

2.3 Statistische Methoden

Die Daten werden zunéchst durch absolute und relative Haufigkeiten beschrieben. Zusam-
menhédnge zwischen den einzelnen Einflussfaktoren und der intestinalen Kolonisation mit
VRE werden mit Hilfe von Kreuztabellen dargestellt und mittels Chi-Quadrat-Test beurteilt.
Der Einfluss der Faktoren als Gesamtheit wird mit Hilfe der logistischen Regression bewertet
(43, 66). Die statistische Auswertung der Daten wird mit dem Programm SPSS fiir Windows
Version 6.1.3 durchgefiihrt.

2.4 Isolierung und Identifizierung von Vancomycin-resistenten
Enterokokken

2.4.1 Material fiir die Isolierung und Identifizierung

a)  Enterococcosel-Agar mit 50 mg Vancomycin/ Liter (Agar von Becton Dickinson, Hei-

delberg; Vancomycin von Lilly Deutschland, GieBen)

Enterococcosel-Agar ist ein Eskulin-Galle-Azid-Agar, auf dem selektiv nahezu ausschlieBlich
Enterokokken wachsen konnen. Die in ihm enthaltene Ochsengalle hemmt andere gramposi-
tive Bakterien, wihrend das Natriumazid gramnegative Mikroorganismen unterdriickt. Des
Weiteren hydrolysieren Enterokokken das Glykosid Eskulin zu Eskuletin und Glucose. Das
Eskuletin verbindet sich mit dem im Medium enthaltenen Eisensalz zu einem dunkelbraunen
bis schwarzen Komplex. Diese Farbreaktion ist spezifisch fiir Enterokokken. Das zugesetzte
Vancomycin hemmt das Wachstum aller nicht Vancomycin-resistenten Keime. Die effektive

Vancomycin-Konzentration liegt bei 10-20 mg/l, da ein Teil des Vancomycins an Bestandtei-



le des Agars bindet (34). Vancomycin-resistente Enterokokken wachsen als kleine Kolonien,

durchscheinend, mit braun-schwarzem bis schwarzem Hof (9, 39, 84).

b)  Enterococcosell]-Bouillon ohne Zusatz von Vancomycin (Becton Dickinson,

Heidelberg)

Enterococcosel-Bouillon ist ein Selektivmedium zur Anreicherung von Enterokokken aus
Stuhl. Sie hat die gleiche Zusammensetzung wie der oben aufgefiihrte Enterococcosel-Agar,
es fehlen lediglich der Agar und das Vancomycin (9). Wéhrend das Wachstum anderer Stuhl-
keime durch die Zusitze gehemmt wird, wird das Wachstum von Enterokokken begiinstigt.
Durch die Anreicherung in der Bouillon als Vorkultur wird die Sensitivitit des anschlieBen-

den Nachweises von Enterokokken auf Agarplatten erhdht (27, 39).

c)  Columbia-CNA-Agar mit 5% Schafblut und 5 mg Vancomycin/ Liter (Agar von Becton

Dickinson, Heidelberg; Vancomycin von Lilly Deutschland, Gief3en)

Columbia-CNA-Agar mit 5% Schafblut ist ein Selektivagar fiir grampositive Mikroorganis-
men, der eine Beurteilung des Héamolyseverhaltens zuldsst. Er enthélt Colistin und
Nalidixinsdure, die beide das Wachstum gramnegativer Keime hemmen. Durch den Zusatz
von Vancomycin kdnnen nur Vancomycin-resistente Mikroorganismen darauf wachsen. Als
charakteristisch fiir Enterokokken gelten kleine, blau-grauliche Kolonien mit y- oder a-

Héamolyse (9, 39, 84).

d)  Wasserstoffperoxid

Das von einigen Bakterien produzierte Enzym Katalase spaltet H>O, in H,O und O,. Wird ein
Tropfen Wasserstoffperoxid auf Katalase-positive Kolonien gegeben, kommt es durch das
Freisetzen von O, zu einem Aufschdumen. Enterokokken sind Katalase-negativ (52), d.h. es

findet keine Reaktion statt.
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e) RapID STR Identifizierungssystem (LD Labor Diagnostica, Heiden)

Das RapID STR Identifizierungssystem dient der biochemischen Identifizierung grampositi-
ver Kokken. Es ist ein sogenanntes miniaturisiertes System, das nach dem Prinzip der
,Bunten Reihe* funktioniert: Physiologische biochemische Leistungen der Bakterien, wie
z.B. die Spaltung von Kohlenhydraten unter Sadurebildung, die Hydrolaseaktivitit und der
Aminosdurenabbau, werden mit Hilfe von Reagenzien und Indikatoren durch Farbreaktionen
sichtbar gemacht (62). Jede Spezies besitzt typische Enzymmuster, die sie in die Lage verset-
zen, bestimmte Stoffe zu metabolisieren. Dies wird genutzt, um Bakterien zu klassifizieren
und zu identifizieren. Das RapID STR Identifizierungssystem priift die Fahigkeit zur
Verstoffwechslung folgender Stoffe: L-Arginin, Esculin, Mannitol, Sorbitol, Raffinose, Inu-
lin, p-Nitrophenyl-a,D-galactosid, p-Nitrophenyl-a,D-glucosid, p-Nitrophenyl-n-acetyl-3,D-
glucosaminid, p-Nitrophenyl-Phosphat, Tyrosin = [3-naphtylamid, Hydroxyprolin [3-
naphtylamid, Lysin (-naphtylamid, Pyrrolidin B-naphtylamid. Die Ergebnisse der Testung
ergeben Zahlencodes (,,Biocodes®), anhand derer die gepriiften Bakterien einer bestimmten

Spezies zugeordnet werden (4, 52, 90).

f)  api 20 Strep Identifizierungssystem (bioMérieux, Niirtingen)

Dieses System dient der biochemischen Identifizierung von Streptokokken und Enterokokken.
Es funktioniert nach demselben Prinzip wie der RapID STR Test (s.0.). Es beinhaltet die Aus-
testung der Verstoffwechselung folgender Stoffe: Pyruvat, Hippurat, Esculin, Pyrrolidonyl-2-
naphtylamid, 6-Bromo-2-naphtyl-a-D-Galaktose, Naphtol AS-BI-f-D-glucose, 2-Naphtyl-
phosphat, L-Leucin-2n-amid, Arginin, Ribose, L-Arabinose, Mannit, Sorbit, Lactose, Treha-
lose, Inulin, Raffinose, Stirke und Glykogen (52).

g)  Microbank Kryoréhrchen (Mast Diagnostica, Reinfeld)

Da sich die Untersuchungen iiber einen ldngeren Zeitraum erstreckten, mussten die Bakterien

langfristig lebensfahig gelagert werden. Diese Moglichkeit bieten die Microbank Kryordhr-
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chen. In ihnen befinden sich Kiigelchen mit einer pordsen Oberfliche, an die Mikroorganis-

men vollstindig binden. In dieser Form kdnnen sie bei -20°C gelagert werden.

2.4.2 Methodik der Isolierung und Identifizierung

2.4.2.1 Nachweis von VRE in Stuhlproben

Eine etwa bohnengrofle Menge Stuhl wird in 5 ml Enterococcosel-Bouillon gegeben, auf dem
Vortexer gut vermischt und bei 37°C iiber 24 Stunden inkubiert. Nach erneutem Durchmi-
schen werden je zwei Tropfen auf einer Enterococcosel-Agar-Platte und auf einer Columbia-
CNA-Agar-Platte fraktioniert ausgestrichen. Die Platten werden bei 37°C inkubiert. Nach 24
Stunden wird ein eventuelles Wachstum beurteilt. VRE-verddchtige Kolonien werden weiter
identifiziert. Auf dem Enterococcosel-Agar sind dies kleine Kolonien, durchscheinend, mit
braun-schwarzem bis schwarzem Hof und auf dem Columbia-CNA-Agar kleine, blau-

grauliche Kolonien mit y- oder a-Hamolyse.

2.4.2.2 Identifizierung von Vancomycin-resistenten Enterokokken

Katalase-negative Keime, die charakteristisches Wachstum auf beiden Platten aufweisen,
werden nativ unter dem Phasenkontrastmikroskop und nach Gram-Féarbung unter dem Licht-
mikroskop beurteilt. Charakteristisch fiir Enterokokken sind grampositive Kokken, die in
kurzen Ketten liegen (33). Verdidchtige Kolonien werden mittels RapID STR System bioche-
misch identifiziert. Die Durchfiithrung und Auswertung der Ergebnisse erfolgt nach Angaben
des Herstellers. Bei Keimen, die mit diesem System nicht eindeutig identifiziert werden kon-

nen, wird eine umfassendere Identifizierung mit dem api 20 Strep-Test durchgefiihrt.
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2.5 Resistenztestung

2.5.1 Agardiffusionstest

2.5.1.1 Material fiir den Agardiffusionstest

a)  Mueller-Hinton-Agar und Antibiotikatestplittchen (Agar von Oxoid, Basingstoke, Eng-

land; Testplittchen von Becton Dickinson, Heidelberg)

Die Bestimmung des Resistenzprofils im Agardiffusionstest wird standardisiert mit Mueller-
Hinton-Agar und mit Testpldttchen, die Antibiotika in bestimmten Konzentrationen enthalten,
durchgefiihrt. Getestet wird jeweils die Empfindlichkeit gegeniiber Ampicillin, Ampicillin/
Sulbactam, Amoxicillin/Clavulansdure, Erythromycin, Clindamycin, Fosfomycin, Vancomy-

cin, Tetracyclin, Gentamicin und Cefazolin (84).

2.5.1.2 Methodik des Agardiffusionstestes

Zur Bestitigung der Vancomycin-Resistenz und zur vorldufigen Priifung des Resistenzverhal-
tens wird eine Resistenztestung im Agardiffusionstest nach NCCLS-Norm durchgefiihrt (55).
Zu diesem Zweck wird eine Suspension der Keime in einer Konzentration von etwa 10°-10
KbE/ml hergestellt. Einige Tropfen dieser Suspension werden auf Mueller-Hinton-Platten
gleichmiBig verteilt. Anschlieend werden Testpléttchen, die mit verschiedenen Antibiotika
beschichtet sind, auf den Agar gelegt. Die Antibiotika diffundieren in den Agar und erreichen
mit zunehmendem Abstand zu den Plittchen abnehmende Konzentrationen. Die Platten wer-
den 24 Stunden bei 37°C inkubiert. Bei Empfindlichkeit gegeniiber einem bestimmten
Antibiotikum entsteht ein Hemmhof um das entsprechende Testpléttchen, in dem es zu kei-
nem Bakterienwachstum kommt. Anhand des Durchmessers des Hofes kdnnen die Keime nun
als sensibel, intermedidr sensibel oder resistent gegeniiber dem jeweiligen Antibiotikum ein-
gestuft werden. Enterokokken sind typischerweise resistent gegen Cephalosporine,
Aminoglykoside und Clindamycin, aber empfindlich gegen Aminopenicilline und unter-

schiedlich sensibel gegen Tetracycline, Makrolide und Fosfomycin.
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2.5.2 Bestimmung der Minimalen Hemmkonzentration (MHK)

Eine genauere Beurteilung als der Agardiffusionstest liefert die Bestimmung der Minimalen
Hemmkonzentration (MHK). Die MHK der Chemotherapeutika gegen VRE wird mittels
Mikrodilution nach NCCLS-Norm oder im Etest bestimmt. Die MHK ist die niedrigste Kon-
zentration eines Wirkstoffes, bei der die Vermehrung der Erreger unter definierten
Bedingungen verhindert wird. Nach der Bestimmung dieses Wertes konnen die Bakterien als

sensibel, intermedidr sensibel oder resistent gegen bestimmte Antibiotika eingestuft werden.

Ein Erreger wird als sensibel bezeichnet, wenn die fiir ein entsprechendes Chemotherapeuti-
kum ermittelte MHK so gering ist, dass bei einer Therapie mit der iiblichen Dosierung héhere
Werte als die MHK in Serum bzw. Gewebe erreicht werden. D.h., dass bei geeigneter Indika-

tion im Allgemeinen ein Therapieerfolg zu erwarten ist.

Als intermediér sensibel wird ein Erreger eingestuft, wenn die fiir ein entsprechendes Che-
motherapeutikum ermittelte MHK im Gewebe nicht sicher erreicht werden kann. Intermediér
sensibel eingestufte Erreger konnen jedoch in Geweben, in denen hohere Antibiotikakon-

zentrationen zu erwarten sind, wie z.B. Harnwege, durch Hoherdosierung eliminiert werden.

Ein Erreger gilt als resistent, wenn die MHK hoéher liegt, als die hochste in vivo erreichbare

nicht-toxische Serum- bzw. Gewebekonzentration.

Die MHK-Grenzwerte fiir die Beurteilung der Empfindlichkeit von Enterokokken gegeniiber
den ausgetesteten Antibiotika sind in Tabelle 2.2 auf S. 15 angegeben (44, 76, 78, 79, 89).

2.5.3 Bestimmung der Minimalen Hemmkonzentration mittels

Mikrodilution

Die MHK-Werte folgender Antibiotika fiir die isolierten Enterokokken werden mit Hilfe des
Mikrodilutionsverfahrens ermittelt: Vancomycin, Teicoplanin, Ampicillin, Gentamicin, Ery-
thromycin, Rifampicin und Chloramphenicol. Dabei wird das Verfahren standardisiert geméaf
den Richtlinien des NCCLS durchgefiihrt (44, 56). Die getesteten Antibiotikakonzentrationen

sind in Tabelle 2.3 angegeben.
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Tab. 2.2: Minimale Hemmkonzentration: Grenzwerte der Empfindlichkeit fiir Entero-

kokken nach NCCLS (Konzentrationen in pg/ml)

Antibiotikum sensibel bis resistent
Vancomycin 4 =32
Teicoplanin 8 =32
Ampicillin 2 =16
Gentamicin 4 =16
Erythromycin 0,5 > 8
Rifampicin 1 > 4
Chloramphenicol 8 =32
Dalfopristin/Quinupristin 1 > 4
Fusidinsdure 1 > 4

2.5.3.1 Material fiir das Mikrodilutionsverfahren

a)  Mikrotitrationsplatten

b)  Mueller-Hinton-Bouillon (Oxoid, Basingstoke, England)

c¢)  Wirkstofflosungen
Vancomycin (2048 mg/1) (Lilly Deutschland, Giel3en)

Teicoplanin (2048 mg/1) (Hoechst, Bad Soden am Taunus)
Ampicillin (512 mg/l) (Carl Roth, Karlsruhe)
Gentamicin (4096 mg/1) (E. Merck, Darmstadt)
Erythromycin (512 mg/l) (Sigma Chemical, St. Louis, USA)
Rifampicin (256 mg/l) (Fatol Arzneimittel, Schiffweiler)

Chloramphenicol (2048 mg/l) (Sigma Chemical, St. Louis, USA)
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2.5.3.2 Methodik des Mikrodilutionsverfahrens

Der Test wird in Mikrotiterplatten durchgefiihrt. Zunichst werden alle Vertiefungen mit 50 pl
Mueller-Hinton-Bouillon beschickt und in die erste Vertiefung jeweils 50 pl der Wirkstofflo-
sung gegeben. Anschliefend wird durch {iberpipettieren von jeweils 50 Pl eine geometrische
Verdiinnungsreihe angelegt. Dabei werden drei Vertiefungen ausgenommen, die nur Mueller-

Hinton-Bouillon enthalten und als Wachstumskontrolle dienen.

Darauthin werden alle Vertiefungen mit je 50 pl einer Suspension des zu untersuchenden
Stammes in einer Konzentration von etwa 10° KbE/ml beimpft. Diese Konzentration wird
erreicht, indem die Suspension auf McFarland-Standard 0,5 eingestellt (ca. 10° Keime pro ml)
und anschlieBend 1:100 verdiinnt wird. Es ergibt sich dadurch die in Tabelle 2.3 dargestellte

Konzentrationsverteilung.

Tab. 2.3: Verteilung der Antibiotikakonzentrationen in pg/ml in den Mikrotiterplatten fiir das Mikrodilutionsver-
fahren; W = Wachstumskontrolle ohne Antibiotikum.

Antibiotikum Konzentration

Vancomycin 5121 256 128 | 64| 32| 16 4 2 11 0,5]0,25
Teicoplanin 512 256 128| 64| 32| 16 4 2 1{ 0,5/0,25
Ampicillin 128 64| 32| 16 8 4 1 0,5{0,25/0,13| W
Gentamicin 1024 | 512| 256| 128| 64| 32| 16 8 4 2 1] 0,5
Erythromycin 128 64| 32| 16 8 4 2 1| 0,5]0,25]|0,13 0,06
Rifampicin 64| 32| 16 8 4 2 1| 0,5/0,25]/0,13|/0,06] W
Chloramphenicol | 512| 256 | 128 64| 32| 16 8 4 2 1| 05| W

Die Platten werden bei 37°C fiir 18 bis 20 Stunden inkubiert und dann abgelesen. Die MHK
ist die niedrigste Konzentration, bei der kein makroskopisch sichtbares Wachstum nachweis-
bar ist. Die Grenzwerte fliir die Empfindlichkeit von Enterokokken gegeniiber den
ausgetesteten Antibiotika sind in Tabelle 2.2 angegeben. Als Kontrollen werden die Stimme
ATCC 29212 (Enterococcus faecalis), ATCC 29213 (Staphylococcus aureus) und ATCC
25922 (Escherichia coli) mitgefiihrt.
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2.5.4 Bestimmung der Minimalen Hemmkonzentration mittels Etest

Die MHK von Dalfopristin/Quinupristin und Fusidinsdure werden mittels Etest bestimmit.

2.5.4.1 Material fiir den Etest

a)  Tryptic Soy Broth (TSB) (E. Merck, Darmstadt)

=CASO-Bouillon (Caseinpepton-Sojamehlpepton-Bouillon f.d. Mikrobiologie)

b)  Mueller-Hinton-Agar (Oxoid, Basingstoke, England)

c)  Etest-Streifen mit Fusidinsdure (AB Biodisk, Solna, Schweden)

d)  Etest-Streifen mit Dalfopristin/Quinupristin (AB Biodisk, Solna, Schweden)

2.5.4.2 Methodik (Etest)

Zur Bestimmung der MHK mittels Etest wird eine Suspension des betreffenden Stammes in
TSB hergestellt (entsprechend McFarland-Standard 0,5, ca. 10® KbE/ml). Dann werden weni-
ge Tropfen dieser Suspension gleichméBig auf einer Mueller-Hinton-Agar-Platte verteilt und
die Etest-Streifen auf den Agar gelegt. Auf den Etest-Streifen befindet sich in einem definier-
ten exponentiellen Gradienten das jeweilige Antibiotikum, dessen Konzentration auf der
Vorderseite anhand einer Skala ablesbar ist. Das Antibiotikum diffundiert in den Agar und
erreicht eine mit zunehmendem Abstand zum Streifen abnehmende Konzentration. Die Plat-
ten werden bei 37°C {iiber 18 bis 20 Stunden inkubiert und dann abgelesen. Je nach
Empfindlichkeit des Erregers entsteht um den Etest-Streifen ein unterschiedlich grofer, ellip-
tischer Hemmhof. Die MHK wird von der Skala dort abgelesen, wo sich der Rand der Ellipse
mit dem Streifen schneidet (8, 70).

Die Grenzwerte fiir die Empfindlichkeit gegeniiber den ausgetesteten Antibiotika enthélt Ta-
belle 2.2. Als Kontrollen werden die Stimme ATCC 29212 (Enterococcus faecalis) und
ATCC 29213 (Staphylococcus aureus) mitgefiihrt.
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2.6 Nachweis des Resistenzgens vanA mittels Polymerase-

Kettenreaktion

Die Polymerase-Kettenreaktion (Polymerase Chain Reaction, PCR) dient der selektiven
Amplifizierung bestimmter DNA-Abschnitte, deren Basenabfolge bekannt ist. Durch eine
exponentielle Vervielfaltigung konnen dabei sehr geringe Mengen DNA nachgewiesen wer-
den. Bei der anschlieBenden Gelelektrophorese werden die Vervielfaltigungsprodukte nach

ihrer GroBe aufgetrennt und durch geeignete Farbemethoden sichtbar gemacht (6, 15, 35, 72).

2.6.1 Material fiir die Polymerase-Kettenreaktion

2.6.1.1 Zur DNA-Isolierung

a)  Chloroform-Isoamylalkohol-Mischung (24:1)
Chloroform zur Analyse (E. Merck, Darmstadt)

Isoamylalkohol zur Analyse (E. Merck)

b) CTAB-L&sung (Hexadecyltrimethylammoniumbromid)
4,1 g NaCl gelost in 80 ml Aqua bidest
10 g CTAB (Fa. Sigma-Aldrich, Deisenhofen)
ad 100 ml Aqua bidest

c)  Ethanol absolut zur Analyse (E. Merck)

d) Isopropanol
2-Propanol zur Analyse (E. Merck)

e) NaCl-Lésung S M

Natriumchlorid zur Analyse (E. Merck)

f)  Phenol-Chloroform-Isoamylalkohol-Lésung (25:24:1) (Fa. Roth, Karlsruhe)
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g)  Proteinase K-Losung 14 mg/ml (Fa. Boehringer, Mannheim)

h)  SDS 10% (Sodiumdodecylsulfat) (Fa. Boehringer)

1) TE-Puffer (pH 7.6)
121,14 g Tris-(hydroxymethyl)aminomethan fiir die Mikrobiologie (E. Merck)
37,224 g Na-EDTA (Tritriplex III) (E. Merck)
ad 1 I Aqua bidest
Salzséure 37% (E. Merck) zur pH-Wert-Einstellung

2.6.1.2 Zur Amplifikation und Elektrophorese

a) PCR-Tubes
Ultradiinne PCR Soft Tubes 0,5ml (Biozym Diagnostik, Hess. Oldendorf)

b)  Polymerase-Puffer
10 x PCR Buffer 8811 (Perkin Elmer, Weiterstadt)

c) 10 mM dNTP (Nukleosidtriphosphat) (Boehringer Mannheim, Mannheim)
10 pl 2,5 mM dATP (Li-Salt)
10 pl 2,5 mM dCTP (Li-Salt)
10 pl 2,5 mM dGTP (Li-Salt)
10 pl 2,5 mM dTTP (Li-Salt)

360 pl Aqua bidest (sterilfiltriert)

d)  Primer (TIB MOLBIOL, Berlin)
Primer I: vanAl

Primer II; vanA2

e) Polymerase
Ampli Taqg DNA (Perkin Elmer, Weiterstadt)
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2)

h)

)

k)

D

DNA-Thermo Cycler

Personal cycler (Biometra, Gottingen)

Marker
DNA molecular weight marker VI, 0,25 pg/pl (Boehringer Mannheim)

Bromphenolblau-Ldsung
1,5 g Ficoll (Fluka Biochemica)
gelost in 10 ml Aqua bidest (sterilfiltriert)

und
50 mg Bromphenolblau (E. Merck, Frankfurt a.M.)
gelost in 1 ml Aqua bidest (sterilfiltriert)

Agarose
Infinity Agarose Standard (Appligene Oncor, Heidelberg)

TBE-Puffer pH 8.0

10 x TBE-Puffer

* 60,60 g 0,5M Tris-(hydroxymethyl)aminomethan (Becton Dickinson, Heidelberg)
* 30,90 g 0,5M Borat (E. Merck, Ffm)

* 2,92 g 10mM EDTA (Tritriplex II) (E. Merck, Ffm)

e ad 1 1 Aqua bidest

1 x TBE-Puftfer
e 200 ml 10 x TBE-Puffer
* ad 2 1 Aqua bidest

Elektrophoresekammer

Horizontal-Elektrophoresekammer Blue Marine (Boehringer Ingelheim, Heidelberg)

Ethidiumbromidlosung
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Ethidiumbromidstammldsung
* 0,1 g Ethidiumbromid (E. Merck, Ffm)
* 10 ml Aqua bidest (sterilfiltriert)

Ethidiumbromidlésung
* 50 pl Ethidiumbromidstammlosung

* 1,51 Aqua bidest (sterilfiltriert)

m) Transilluminator (Hoefer, San Francisco, USA)

2.6.2 Methodik der Polymerase-Kettenreaktion

2.6.2.1 DNA-Aufbereitung

Die Aufbereitung der DNA erfolgt gemif3 dem Verfahren nach Ausubel (6). Mit einer sterilen
Platindse werden 3-4 VRE-Kolonien vom Columbia-CNA-Agar abgenommen, in 5 ml TSB
gegeben und 24 Stunden bei 37°C inkubiert. 1,5 ml dieser Bouillon werden nach griindlicher
Durchmischung in ein Eppendorfgefd3 gegeben und 5 min bei 13000 rpm zentrifugiert. Das
verbliebene Pellet wird in 567 pl TE-Puffer resuspendiert. Um die Bakterien zu lysieren, wer-
den 30 pl 10%ige SDS-Losung und 3 pl Proteinase-K-Losung (14 mg/ml) zugegeben. Dieser
Ansatz wird eine Stunde im Wasserbad bei 37°C inkubiert. Um die Lyse der Bakterienzellen
zu vervollstdndigen, wird der Ansatz nach Zugabe von 100 pl 5 M NaCl und 80 pl CTAB-
Losung sowie nach griindlicher Durchmischung fiir weitere 10 Minuten bei 65°C im Wasser-

bad inkubiert.

Zur Nukleinsdureextraktion werden 700 pl Chloroform-Isoamylalkohol-Mischung (24:1) zu-
gegeben, gut durchmischt und fiir 5 Minuten bei 13000 rpm zentrifugiert. Die obere wissrige
Phase wird in ein neues Eppendorfgefdl tiberfiihrt und nach Zugabe von 700 pl Phenol-
Chloroform-Isoamylalkohol-Losung (25:24:1) fiir weitere 5 Minuten zentrifugiert. Erneut
wird die obere wissrige Phase in ein Eppendorfgefal iiberfiihrt und nach Zugabe von 300 pl
Isopropanol bei —20°C zentrifugiert. Das entstandene Pellet wird in 300 pl 70%iger Ethanol-

16sung (—20°C) resuspendiert und erneut zentrifugiert. Der Uberstand wird dekantiert.
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Verbliebene Fliissigkeitsreste werden mit Papiertiichern vorsichtig entfernt und das Pellet eine

Stunde bei 37°C getrocknet.

AnschlieSend wird das Pellet in 50 pl Aqua bidest resuspendiert und 20 Minuten im Wasser-
bad gekocht. 2,0 pl dieser DNA-Losung werden schlieflich in den Amplifikationsansatz
gegeben.

2.6.2.2 Amplifikationsansatz

18,5 pul Aqua bidest

2,5 pl Tag-Polymerase-Puffer (10x)
0,5 pl 10mM dNTP

0,5 pl Primer I (50 pmol)

0,5 pl Primer II (50 pmol)

0,5 ul Tag-Polymerase (2,0 U)

2,0 ul DNA

2.6.2.3 Cycler-Programm

Das Programm des Thermo Cyclers besteht aus jeweils drei Schritten, die 30 mal wiederholt
werden: Denaturierung (Aufspaltung der DNA in Einzelstringe bei 94°C), Annealing (An-
binden der Primer an die Einzelstringe bei 55°C) und Extension (DNA-Synthese mittels
DNA-Polymerase ausgehend von den 3'-Enden der Primer bei 72°C). Die Dauer der einzel-

nen Schritte ist in Tab. 2.4 dargestellt.

Tab. 2.4: Cycler-Programm fiir die PCR

Vorgang, Temperatur Zyklen 1-3 Zyklen 4-30
Denaturierung, 94°C 120 s 60 s
Annealing, 55°C 60 s 30s
Extension, 72°C 60 s 30s
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Zum Abschluss des Programms bleibt der Cycler 240 Sekunden bei 72°C und kiihlt dann bis

zum Herausnehmen der Proben auf 4°C ab.

2.6.2.4 Gelelektrophorese und Auswertung

Zur Gelherstellung werden 1,4 g Infinity Agarose Standard in 100 ml TBE-Puffer gelost, bei
300°C gekocht, auf 56°C abgekiihlt und in die Gelkammer gegossen, die nach Erstarren des
Gels mit 1 x TBE-Puffer aufgefiillt wird. AnschlieBend werden 10 pl der vorbereiteten Proben
und der DNA molecular weight marker auf das Gel aufgetragen. Zur farblichen Markierung
werden zu den Proben jeweils 2 pl Bromphenolblau-Losung gegeben. Die Gelelektrophorese

erfolgt fiir drei Stunden bei 100 Volt.

Das Gel wird dann 20 min in Ethidiumbromidlésung gefarbt, 10 min in Aqua dest gewaschen

und abschlieend unter UV-Licht beurteilt und fotografiert.

Es werden jeweils eine Positivkontrolle mit vanA und eine Negativkontrolle mitgefiihrt. Ent-
hélt die Untersuchungsprobe vanA, weist sie die gleiche Bande (bei etwa 377 bp) auf wie die
Positivprobe. Positive und negative Ergebnisse miissen in einem zweiten Lauf verifiziert wer-

den.
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2.7 Genotypisierung mittels Pulsfeldgelelektrophorese

Die sichersten Methoden zur Priifung der Identitdt oder Verwandtschaft von Bakterienisolaten
sind molekularbiologische Untersuchungen. Eine etablierte Methode zur Genotypisierung ist
die Spaltung des bakteriellen Genoms mit spezifischen Endonukleasen und anschlieBender
Auftrennung der Fragmente in der Pulsfeldgelelektrophorese (pulsed field gel electrophoresis,
PFGE).

Dabei wird die genomische DNA der Enterokokken mit einer selten schneidenden Re-
striktionsendonuklease in ca. 15-20 Fragmente zerlegt. Fiir Enterokokken existiert zum
Untersuchungszeitpunkt nur eine anerkannte Endonuklease — Smal. Sie wird von Serratia
marcescens produziert und hat ihre Schnittstelle an der Basensequenz CCC—GGG (zwischen
Cytosin und Guanin). Damit die bakterielle DNA bei ihrer Freilegung nicht spontan zerbricht,
werden die noch intakten Zellen vor der Priparation in fliissige Agarose eingegossen. Durch
das Erstarren der Agarose in einer GieBform entstehen kleine Blockchen, die nun weiter ver-
arbeitet werden. Die Zellwidnde werden mit Hilfe von Lysozym aufgelost. Die dabei
freigesetzten Proteine werden mit Hilfe von Proteinase K gespalten. Durch mehrere Spiilvor-
ginge werden die Spaltprodukte entfernt, die Proteinase wird mit Phenylmethyl-
sulfonylfluorid (PMSF) vollstindig inaktiviert. Es folgen die Spaltung mit dem

Restriktionsenzym Smal und die Auftrennung in der Pulsfeldgelelektrophorese.

Da die DNA-Spaltprodukte zu grof3 sind, um im statischen Feld der herkdémmlichen Elek-
trophorese aufgetrennt zu werden, bedient man sich des Pulsfeldes. Schlie3t man an ein Gel
ein elektrisches Feld an, so miissen sich die DNA-Kn&uel zuerst orientieren, bevor sie die
Wanderung beginnen. Wird nun das erste Feld ab- und ein zweites angeschaltet, das in einem
definierten Winkel zum ersten steht, miissen die Molekiile sich neu orientieren. Die Dauer der
Umorientierung hingt dabei vom Molekulargewicht der jeweiligen Fragmente ab: Je grofer
ein DNA-Molekiil ist, desto ldnger dauert es, bis es die Wanderung im elektrischen Feld be-
ginnen kann. Das Zeitintervall von einem Richtungswechsel des Stromfeldes zum nichsten
nennt man Pulszeit. Mit geeigneten Pulszeiten lassen sich die Fragmente so voneinander tren-
nen, dass sie am Ende ein stammspezifisches Bandenmuster ergeben — den ,,genomischen
Fingerabdruck®. Zur Bestimmung des Molekulargewichtes der elektrophoretisch aufgetrenn-

ten DNA-Proben werden als Marker Fragmente des Phagen Lambda verwendet. Der
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Vergleich von Fragmentlangenmustern verschiedener Isolate ermoglicht dann die Identifizie-

rung verwandter Stdmme einer Spezies. Mit dieser Methode lassen sich beispielsweise

Infektionsketten im Krankenhaus aufklaren (34, 47, 54, 67, 77).

2.7.1 Material fiir die Genotypisierung

a)

b)

d)

PC-Agar
Plate Count Agar (E. Merck, Frankfurt)

TSB (Tryptic Soy Broth) (E. Merck, Darmstadt)
=CASO-Bouillon (Caseinpepton-Sojamehlpepton-Bouillon f.d. Mikrobiologie)

TE-Puffer (pH 7.6)

0,3722 g 1 mM EDTA (Tritriplex III) (E. Merck, Frankfurt)

1,2114 g 10 mM Tris-(hydroxymethyl)aminomethan (Fa. Roth, Karlsruhe)
ad 11 Aqua bidest.

Agarose fir die Blockchenherstellung

In Cert-Agarose 1,5%
* 15 mg In Cert-Agarose (Fa. Biozym, Hess. Oldendorf)
* 1 ml TE-Puffer

Gief3form fir Blockchenherstellung
Disposable Plug Mold (Bio-Rad Labs, Richmond, CA, USA)

Lysispuffer
293¢ 1 M NaCl

363mg 6 mM Tris-(hydroxymethyl)aminomethan (Fa. Roth, Karlsruhe)
18,61 g 100 mM EDTA (Tritriplex III) (E. Merck, Frankfurt a.M.)

25¢g 0,5% Brij (Polyoxyethylene-10-Cetyl-Ether) (E. Merck)
25¢g 0,5% Laurylsarkosin (E. Merck)
1,0g 0,2% Desoxycholat (E. Merck)
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g)

h)

)

k)

D

ad 500 ml Aqua bidest

Lysislosung (Einzelansatz)

1 mg Lysozym 50000 U/mg (Fa. Boehringer Mannheim, Mannheim)
200 pl Lysispuffer

Proteinase K-Losung

14 mg/ml Proteinase K-Losung (600 U/ml) (Fa. Boehringer Mannheim)

PMSF (100 mM)
174,2 mg PMSF (Fa. Boehringer Mannheim)
10 ml Isopropanol (E. Merck, Frankfurt a.M.)

Lagerung bei -20°C

Restriktase-Losung (Einzelansatz)

20 pl 10 x Smal Universalpuffer (=10 x Multi Core Buffer 8811) (Fa. Boehringer,
Mannheim)

1 pl Enzym Smal (40 U/pl) (Fa. Boehringer)

179 pl Aqua bidest

Agarose fir das Laufgel

Molecular Biology Certified Agarose, Ultra Pure DNA grade Agarose (Bio-Rad Labs,
Richmond, CA, USA)

TBE-Puffer (0.,5fach) fir das Laufeel

10 x TBE-Puffer

* 60,60 g 0,5M Tris-(hydroxymethyl)aminomethan (Becton Dickinson, Heidelberg)
* 30,90 g 0,5 M Borat (E. Merck, Ffm)

* 292 g 10 mM EDTA (Tritriplex IT) (E. Merck, Ffm)

e ad 11 Aqua bidest
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0,5 x TBE-Puffer
* 100 ml 10 x TBE-Puffer
* ad 2 1 Aqua bidest

m) Ethidiumbromidlésung

Ethidiumbromidstammldsung
* 0,1 g Ethidiumbromid (E. Merck, Ffm)
* 10 ml Aqua bidest (sterilfiltriert)

Ethidiumbromidlésung
* 50 pl Ethidiumbromidstammldsung

* 1,51 Aqua bidest (sterilfiltriert)

n)  Transilluminator (Hoefer, San Francisco, USA)

0) Marker
Pulsed-Field Marker (50-1000 kb und 0,1-200 kb) (Fa. Sigma-Aldrich, Deisenhofen)

p) PFGE-Gerit

CHEF-DR-TM II System (Bio-Rad Labs, Richmond, CA, USA)
incl. Laufblock

2.7.2 Methodik der Genotypisierung

2.7.2.1 Anzucht der Isolate

Eine Enterokokkenkolonie wird vom PC-Agar abgenommen und in 20 ml TSB fiir 24 Stun-
den bei 37°C inkubiert.
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2.7.2.2 Herstellung der Blockchen fiir die Pulsfeldgelelektrophorese

Nach Abkiihlung auf 4°C wird die Kultur fiir 10 Minuten bei 10.000 rpm zentrifugiert. Das
Sediment wird in 5 ml TE-Puffer bei 4°C gewaschen, erneut 10 Minuten zentrifugiert und in
250 pl TE-Puffer bei 4°C resuspendiert. Diese Bakteriensuspension wird zu 2,5 ml TE-Puffer
pipettiert, bis eine Triibung entsteht, die einer bei 620 nm gemessenen photometrischen
Transmission von 0,50 entspricht. Dies ergibt eine Bakterienkonzentration von 5 x 10° VRE /

ml.

Die Bakteriensuspension wird auf 56°C aufgewarmt. Fiir die Herstellung eines Blockchens
werden 100 pl Suspension mit 100 pl In Cert-Agarose (ebenfalls 56°C) im Eppendorfhiitchen
vermischt und gleich luftblasenfrei in die zum System gehorige Giellform gefiillt. Nach 30

Minuten bei 4°C ist die Agarose erhirtet.

2.7.2.3 Zelllysis

Die Blockchen werden zu je 200 pl Lysislosung (=Lysispuffer mit Lysozym) gegeben und 24
Stunden bei 37°C inkubiert.

Lysozym mit EDTA wird benutzt, um die Zellwédnde der Bakterien zu zerstéren. Die
Detergenzien Deoxycholat und Laurylsarkosin weichen die Zellwand auf und ermdglichen

ihre Zerstorung durch Lysozym.

2.7.2.4 Deproteinisierung

Zur Spaltung der Proteine werden pro Blockchen 5 pl der Proteinase K-Losung direkt auf den

Lysisansatz mit den Blockchen gegeben und dieser 24 Stunden bei 56°C inkubiert.

Am nichsten Tag wird der fliissige Uberstand abgezogen. Dann werden 200 pl TE-Puffer
zugegeben und nach 30 Minuten bei Raumtemperatur wieder entfernt. Dieser Spiilvorgang
wird ein Mal wiederholt. AnschlieBend werden die Blockchen zwei Mal fiir eine Stunde in
200 pl TE-Puffer und 2 pl PMSF inkubiert und danach zwei Mal mit je 200 pl TE-Puffer fiir
30 Minuten gespiilt. Die Blockchen konnen dann bei Bedarf in 1 ml TE-Puffer im Kiihl-

schrank gelagert werden.
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2.7.2.5 Restriktionsverdau

Die Blockchen werden zu je 200 pl Restriktase-Losung gegeben und 24 Stunden im Wasser-
bad bei 25°C inkubiert. Nach Ablauf der Restriktionszeit werden sie zwei Mal 30 Minuten in
je 500 ul TBE (0,5fach) als Stoppuffer gewaschen, bevor sie in das Laufgel eingebracht wer-

den.

2.7.2.6 Herstellung und Bestiickung des Laufgels

1,32 g Agarose fiir das Laufgel werden in 120 ml TBE-Puffer (0,5fach) gelost, 15 Minuten
gekocht und dann auf 56°C abgekiihlt. 2 ml des Gels werden abgenommen und bei 56°C auf-
bewahrt. Der Rest wird bei eingesetztem Kamm zur Bildung von Geltaschen in den Laufblock
gegossen. Nach 40 Minuten im Kiihlschrank wird der Kamm entfernt, das Gel erkaltet noch
weiter. Anschlieend werden die Marker und die Blockchen mit der DNA in die Taschen ein-

gefiihrt. Die Taschen werden mit dem vorher abgenommenen Gel luftblasenfrei verschlossen.

2.7.2.7 Pulsfeldgelelektrophorese und Beurteilung

Das PFGE-Gerit wird mit Aqua bidest vorgespiilt. Der Laufpuffer wird eingefiillt und auf
14°C eingestellt. Dann wird der Laufblock in das Gerit eingesetzt. Der Lauf erfolgt bei 200
Volt iiber 27 Stunden. Die Pulszeit steigt in den ersten 22 Stunden linear von einer Sekunde
auf 13 Sekunden und in den folgenden 5 Stunden von 13 auf 30 Sekunden. Nach Beendigung
des Laufes wird das Gel 20 Minuten in Ethidiumbromid geférbt und 10 Minuten in Aqua dest
gewaschen. Die aufgetrennten DNA-Banden werden im UV-Illuminator sichtbar gemacht und
fotografisch dokumentiert. Nur Stimme mit genau gleichem Bandenmuster werden als iden-

tisch gewertet.
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3 ERGEBNISSE

3.1 Kolonisationsraten und Einflussfaktoren

Bei 9 der 1252 untersuchten gesunden, nicht hospitalisierten Personen wurden Vancomycin-

resistente Enterokokken (VRE) aus Stuhlproben isoliert (0,7%). Im Gieener Universititskli-

nikum wurden bei 29 von 370 stationdren Patienten aus Stuhl VRE isoliert (7,8%). Dabei

ergaben sich innerhalb des Klinikums erhebliche Unterschiede: Wihrend auf nephrologischen

Stationen 26%, auf der onkologisch-hdmatologischen Kinderstation 25% und auf der onkolo-

gisch-hdamatologischen Erwachsenenstation 9% der untersuchten Patienten kolonisiert waren,

wurden aus den Stuhlproben der restlichen Stationen in 3% der Félle VRE isoliert. Eine

Tab. 3.1: VRE-Kolonisationsraten und Héufigkeit der Vancomycintherapie bei hospitalisierten und nicht hospi-

talisierten Personen

Gruppen n VRE-Kolonisation Vancomycintherapie
nicht hospitalisierte Personen 1252 9 (0,7%) 0 (0%)
weiblich 760 5 (0,7%) 0 (0%)
maéannlich 492 4 (0,8%) 0 (0%)
Patienten Klinikum 370 29 (7,8%) 125 (34%)
weiblich 180 12 (7%) 66 (37%)
mannlich 190 17 (9%) 59 (31%)
Innere Medizin gesamt 213 23 (11%) 90 (42%)
Onkologie/ Himatologie 86 8 (9%) 42 (49%)
Nephrologie 39 10 (26%) 30 (77%)
sonstige Stationen 88 5 (6%) 18 (20%)
Kinderklinik gesamt 143 6 (4%) 32 (22%)
Onkologie/ Himatologie 16 4 (25%) 4 (25%)
sonstige Stationen 127 2 (2%) 28 (22%)
[ Sonstige Bereiche [ 14 | 0 (0%) 3 (21%)
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detailliertere Ubersicht gibt Tabelle 3.1.

Bei hospitalisierten Patienten des Klinikums war die Kolonisationsrate deutlich héher als bei
gesunden, nicht hospitalisierten Personen. Mit der Hospitalisationsdauer stieg sie zudem an:
Sie betrug in der ersten Woche 5%, in der zweiten bis dritten Woche 10% und stieg danach

auf tber 11% an.

Der Einfluss der Faktoren Grunderkrankung, vorherige Vancomycintherapie, vorherige
Cephalosporintherapie und sonstige Antibiotikatherapie auf die Kolonisationsrate ist in Tabel-
le 3.2 in Form von Kreuztabellen dargestellt. Kriterium fiir einen Effekt der mdglichen
Einflussfaktoren ist jeweils das Ergebnis des Chi-Quadrat-Testes bzw. die daraus resultieren-

de Irrtumswahrscheinlichkeit P. Die Grunderkrankungen sind in Kapitel 2.1.2 aufgefiihrt.

Tab. 3.2: Verteilung der kolonisierten und nicht kolonisierten Patienten im Klinikum nach moglichen Risikofak-
toren; die Prozentzahlen in Klammern stehen fiir die Kolonisationsrate bzw. die Rate nicht kolonisierter

Personen innerhalb der jeweiligen Gruppe; P = Irrtumswahrscheinlichkeit im Chi-Quadrat-Test

Untergruppen VRE-Kolonisation | keine VRE-Kolon. n ql(l?alclllr-a ;
1.
nephrologische Grunderkr. 8 (22%) 29 (78%) 37
onkol.-hdmatol. Grunderkr. 9 (9%) 96 (91%) 105
sonstige Grunderkrankung 12 (5%) 216 (95%) 228 =
gesamt 29 (7,8%) 341 (92,2%) | 370 0,0026
2.
nach Vancomycintherapie 19 (15%) 106 (85%) 125
ohne Vancomycintherapie 10 (4%) 235 (96%) 245 =
gesamt 29 (7,8%) 341 (92,2%) | 370 0,00017
3.
nach Cephalosporintherapie 12 (10%) 106 (90%) 118
ohne Cephalosporintherapie 17 (7%) 235 (93%) 252 P=
gesamt 29 (7,8%) 341 (92,2%) | 370 0,25
4.
nach sonstiger Antibiotikath. 19 (10%) 169 (90%) 188
ohne Antibiotikatherapie 10 (5%) 172 (95%) 182 =
gesamt 29 (7,8%) 341 (92,2%) | 370 0,099
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Diese univariate Berechnung der Daten beriicksichtigt aber noch nicht die Abhédngigkeiten der
verschiedenen Einflussvariablen untereinander. So ist es notwendig, die verschiedenen Fakto-
ren in einem Gesamtmodell zu bewerten, um die tatsdchlich bedeutsamen Variablen
herauszufiltern. Der statistische Test der Wahl zur simultanen Berechnung mehrerer Einfluss-
groBen auf eine Zielvariable ist die logistische Regression, da sie diese Abhingigkeiten

berticksichtigt. Tabelle 3.3 enthélt die Ergebnisse dieser Berechnung.

Tab. 3.3: Ergebnisse der logistischen Regression von Vancomycintherapie, Cephalosporintherapie, sonstiger
Antibiotikatherapie (auBer Glykopeptiden und Cephalosporinen) und Grunderkrankung (nephrologische, onkol.-
hiamatologische oder sonstige Erkrankung) auf die Kolonisation mit VRE; die Fallzahlen lassen sich Tabelle 3.2
entnehmen, n (gesamt) = 370, Regressionskoeff.: Regressionskoeffizient, Irrtumswahrsch.: Irrtumswahrschein-

lichkeit, n.s.: nicht signifikant

Einflussfaktor Regressionskoeff. Irrtumswahrsch. P relatives Risiko

0,15 0,012 3.2
0,0 0,69 ns. 1,2
0,0 0,92 n.s. 0,95
0,06 0,09 n.s. —

Ergebnis

Die logistische Regression von Therapie mit Vancomycin, Cephalosporinen bzw. sonstigen
Antibiotika und Grunderkrankung der Patienten auf die intestinale Kolonisation mit VRE lie-
fert die vorherige Vancomycintherapie als einzige relevante FEinflussgrofie (P=0,012).
Vancomycintherapie und Kolonisation mit VRE korrelieren positiv miteinander. Der Einfluss
von Cephalosporin-, sonstiger Antibiotikatherapie und Grunderkrankung ist bei einer iiblichen

Irrtumswahrscheinlichkeit von 0,05 statistisch nicht signifikant.

Das relative Risiko der intestinalen Kolonisation mit VRE betrédgt bei vorheriger Vancomy-
cintherapie 3,2 - d.h. die Wahrscheinlichkeit der Kolonisation steigt durch die Vancomycin-
therapie um diesen Faktor. Das 95%-Konfidenzintervall fiir dieses relative Risiko liegt bei

1,27 bis 8,3.

Die Kolonisationsrate der Patienten, die mit Vancomycin therapiert worden waren, lag bei iv-

Applikation bei 15%, bei ausschlielich oraler Applikation bei 18%. Von den vier Patienten,
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die Vancomycin oral und intravends erhalten hatten, war einer (25%) intestinal mit VRE ko-
lonisiert (wegen der geringen Fallzahlen sind diese Unterschiede statistisch nicht zu

verwerten).

3.2 Speziesidentifizierung

Bei 70 VRE-Isolaten aus Stuhlproben und anderem klinischen Untersuchungsmaterial wurde
eine biochemische Speziesidentifizierung durchgefiihrt. Dabei wurden 67 Isolate als E. faeci-
um, zwei als E. faecalis und eines als E. durans identifiziert. Der E. durans-Stamm wurde aus

Stuhl einer Patientin der Kinderklinik isoliert. Eine genaue Darstellung findet sich in Tab. 3.4.

Tab. 3.4: Zuordnung der Enterokokkenspezies zu ihrer Quelle und dem nachgewiesenen

Resistenzgen (der Nachweis von vanA erfolgte nur bei 64 E. faeccium-Stimmen, 3 wurden nicht

untersucht).
Untersuchungsmaterial Resistenzgen
Stuhl,'nic'ht Stuhl, . anderes
Sl et ho;pittall- hospitali- | | 1.0 Van- VanA-
Personen | Pationen | Moterial | POSIY | ReBativ
E. faccium  (n=67) 8 35 24 54! 10'
E. faecalis (n=2) 1 1 0 0
E. durans (n=1) 0 1 0 1 0

3.3 Nachweis des Resistenzgens vanA

Bei 55 von 67 untersuchten VRE-Isolaten' lie sich mittels der Polymerase-Kettenreaktion
das vanA-Gen nachweisen (82%). Da keine weiteren Resistenzgene untersucht wurden, blieb
der Resistenzmechanismus der {ibrigen Isolate unbekannt. Abb. 3.1 zeigt die gelelektrophore-

tische Darstellung des vanA-Gens verschiedener Stimme.

! Wihrend der Untersuchungen waren 3 E. faecium nicht mehr anziichtbar, die folglich in der PCR nicht unter-
sucht werden konnten.
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In Tab. 3.5 ist die Herkunft der vanA-positiven Isolate angegeben. Der Anteil der vanA-
positiven Stimme war in den drei Gruppen (Stuhl hospitalisierter und nicht hospitalisierter

Personen, anderes Untersuchungsmaterial) etwa gleich haufig (78-86%).

Marker VI

Basenpaare

"

M1 2 3 4 5 6 7 8 910 11 12 1314 15 1617 L M

Abb. 3.1: Gelelektrophoretische Darstellung des vanA-Gens nach PCR

Bahnen: 1- 8&: E. faecium, Stuhlproben; klinische Isolate
9-12: E. faecium, Stuhlproben; gesunde, nicht hosp. Personen
13-15: E. faecium, Urinproben; klinische Isolate
16: E. faecium, Positivkontrolle (Veterindrmedizin Gief3en)
17: E. faecium, Negativkontrolle (ATCC 6057)
L: Leerwert
M: DNA molecular weight marker VI (Boehringer Mannheim)

Tab. 3.5: Anteil der Isolate mit nachgewiesenem vanA-Gen aufgeschliisselt nach ihrer Quelle

Untersuchungsmaterial Anzahl der Isolate vanA-positiv
Stuhl, hospitalisierte Patienten 37 30 (81%)
Stuhl, nicht hospitalisierte Personen 9 7 (78%)
anderes klinisches Material 21 18 (86%)
alle 67 55 (82%)
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3.4 Resistenzprofil

3.4.1 Resistenz gegen Glykopeptide

Die Resistenz der VRE gegeniiber Glykopeptiden wurde durch die Bestimmung der Minima-
len Hemmkonzentrationen gepriift. Alle Isolate waren resistent gegen Vancomycin. Die
MHK-Werte lagen im Bereich von 64 bis iiber 512 pg/ml. Gegeniiber Teicoplanin bestanden

Unterschiede zwischen vanA-positiven und vanA-negativen Stimmen (siche Tab. 3.6). Wih-

Tab. 3.6: Vergleich der In-vitro-Aktivitdten verschiedener Antibiotika gegen vanA-positive und
vanA-negative VRE-Isolate (MHK5( und MHKgy: MHK fiir mindestens 50% bzw. 90% der jewei-

ligen Isolate)

MHK (pg/ml)
vanA-Gen | Antibiotikum MHK-Bereich MHK 5 MHKgq

Vancomycin 64 - >512 512 >512

Teicop]anin 32 - >512 256 512

Ampicillin <0,13 -128 128 >128

”» Gentamicin 4 ->1024 >1024 >1024

posttiy Erythromycin >128 >128 >128
(n = 55) rythromy

Rifampicin <0,06 ->64 4 16

Chloramphenicol 4- 64 8 32

Dalfo/Quinupr. 0,5 ->32 0,75 4

Fusidinsdurem=47) 1- 6 2 2

Vancomycin 64 - >512 512 >512

Teicoplanin 4- 256 64 128

Ampicillin 1- o4 8 64

sty Gentamicin 16 ->1024 32 >1024

(n=12) Erythromycin 1->128 >128 >128

Rifampicin <0,06 - 16 2 8

Chloramphenicol 8- 132 8 32

Dalfo/Quinupr. 0,5- 32 1 8

Fusidinsdurem=10) 1- 2 1 2
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rend die vanA-positiven Isolate alle resistent waren mit MHK-Werten von 32-512 pg/ml, wa-
ren die MHK-Werte der Stamme ohne vanA-Gen, deren Resistenztyp nicht spezifiziert

wurde, niedriger (4-256 pg/ml).

Tab. 3.7 zeigt die Verteilung der Resistenz bei den einzelnen Enterokokkenspezies. Die bei-
den E. faecalis-Isolate, die nicht das vanA-Gen besallen, waren gegen Teicoplanin méfBig
sensibel. Das E. durans-Isolat, das ebenso wie die meisten E. faecium vanA-positiv war, war
gegen Vancomycin und Teicoplanin resistent. Die geringe Anzahl dieser Isolate 14sst jedoch

keine reprédsentativen Schliisse zu.

Tab. 3.7: Empfindlichkeitsverteilung (in %) der Enterokokkenspezies gegen verschiedene Antibiotika (VA:
Vancomycin, TPL: Teicoplanin, AM: Ampicillin, GM: Gentamicin, C: Chloramphenicol, Da/Qu: Dal-

fopristin/Quinupristin)

Spemos Va;(‘;“s'igjn' Ellf;{’fl;‘;‘ti VA | TPL | AM | GM | C |Da/iQu
E. faccium sensibel 0 1 3 1 61 79
(n —67) 84% interm. sens. 0 1 16 5 22 9
resistent 100 98 81 94 17 12

E. faccalis sensibel 0 0 100 0 50 0
'(n =2) 0% interm. sens. 0 100 0 0 50 0
resistent 100 0 0 100 0 100

E. durans sensibel 0 0 100 0 0 100
.(n 1) 100% interm. sens. 0 0 0 0 0 0
resistent 100 100 0 100 100 0

3.4.2 Resistenz gegen andere Antibiotika

Die bei Enterokokkeninfektionen {iiblicherweise eingesetzten Antibiotika waren gegen die
meisten Isolate nicht wirksam: 77% der VRE waren resistent gegen Ampicillin, 66% gegen
Amoxicillin mit Clavulansdure. Gegen Gentamicin waren 94% der Isolate resistent, wobei sie
in etwa der Hélfte der Fille eine Hochresistenz (iiber 1024 mg/l) aufwiesen. Resistenz gegen

Erythromycin zeigten 99% der Isolate.
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Die anderen untersuchten Antibiotika zeigten unterschiedliche Wirksamkeiten. 19% der VRE
waren empfindlich gegen Rifampicin, 24% gegen Fusidinsdure. Chloramphenicol zeigte in
60% der Fille eine ausreichende In-vitro-Aktivitit gegen die untersuchten VRE; 23% wurden
als intermediér sensibel und 17% als resistent eingestuft. Die groBte Wirksamkeit zeigte das
Streptogramin Dalfopristin/Quinupristin, obwohl auch bei diesem neuen, zum Studienzeit-
punkt noch nicht zugelassenen Antibiotikum Resistenzen auftraten: 77% der Isolate waren
sensibel, 9% intermediér sensibel und 14% resistent. In Tab. 3.9 und Abb. 3.2 ist die Emp-

findlichkeitsverteilung der VRE gegen verschiedene Antibiotika dargestellt.

Kein Isolat war gegen alle ausgetesteten Antibiotika multiresistent, d.h. es existierte prinzi-
piell fiir jeden Keim eine Therapiealternative. Einige Stimme waren jedoch nur sensibel
gegen Dalfopristin/Quinupristin oder Chloramphenicol, die toxischer sind als die anderen
Antibiotika. Die Empfindlichkeitsverteilung dieser Keime ist in Tab. 3.8 dargestellt. Der dort
aufgefiihrte, gegen Dalfopristin/Quinupristin resistente Stamm war intermedidr sensibel gegen
Chloramphenicol, schwach resistent gegen Gentamicin (32 pg/ml) und sensibel gegen Fusi-
dinsdure. Wihrend des Untersuchungszeitraumes trat er nur als Kolonisationskeim auf, d.h. er

fihrte zu keiner Infektion.

Tab. 3.8: Empfindlichkeit gegen Chloramphenicol und Dalfopristin/Quinupristin derjenigen
VRE, die gegen alle anderen getesteten, systemisch verabreichbaren Antibiotika resistent wa-

ren (interm. sensibel: intermediér sensibel)

Anzahl der Isolate
Untersuchungs- Empfindlichkeit | Chloramphenicol Dal.fopr1§tlp/
material Quinupristin
Stuhl, nur klini- sensibel 10 16
sche Isolate interm. sensibel 5
(n=17) resistent 2 1
anderes klini- sensibel 11 12
sches Material interm. sensibel 1 0
(n=12) resistent 0 0
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In Tab. 3.9 ist die Resistenzverteilung der Stimme nach der Herkunft aus Stuhl oder aus an-

derem klinischen Untersuchungsmaterial dargestellt. Mit Ausnahme einiger Isolate aus Stuhl,

die im Gegensatz zu den anderen Isolaten gegen Chloramphenicol, Dalfopristin/Quinupristin

und Fusidinsdure resistenter waren, lie3en sich keine signifikanten Unterschiede feststellen.

Tab. 3.9: Empfindlichkeit (%) der VRE-Isolate gegen verschiedene Antibiotika

(VA: Vancomycin, TPL: Teicoplanin, AMC: Amoxicillin + Clavulansdure, E: Erythromycin, GM: Gentamicin,

AM: Ampicillin, Rifa: Rifampicin, C: Chloramphenicol, Dal/Qu: Dalfopristin/Quinupristin, FA: Fusidinsiure,

FF: Fosfomycin)

Alle VRE-Isolate, n=70

| Antibiotika | VA | TPL [AMC| E | GM | AM | Rifa | C [DalQu| FA | FF |
sensibel 0 1 24 1 7 19 60 77 24 2
intermedidr 0 4 10 1 4 16 11 23 9 68 56
resistent 100 95 66 99 95 77 70 17 14 8 42
n=59 n=063
VRE-Isolate aus Stuhlproben (Patienten und nicht hospitalisierte Personen), n=46
| Antibiotika | VA | TPL [AMC| E | GM | AM | Rifa | C |[DavQu| FA | FF |
sensibel 0 2 37 0 2 11 24 48 65 30 2
intermedidr 0 7 4 2 4 24 11 30 13 59 60
resistent 100 91 59 98 94 65 65 22 22 11 38
n=44 n=43
VRE-Isolate aus klinischem Untersuchungsmaterial (aufler Stuhl), n=24
| Antibiotika | VA | TPL [AMC| E | GM | AM | Rifa | C [Dal/Qu| FA | FF |
sensibel 0 0 0 0 0 0 8 84 | 100 7 0
intermediér 0 0 21 0 4 0 13 8 0 93 50
resistent 100 | 100 79 | 100 96 | 100 79 8 0 0 50
n=15 n=20
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3.5 Untersuchungen zur Verwandtschaft der Isolate

Um die Verwandtschaft der Enterokokken-Isolate zu untersuchen, wurden sie mittels Restrik-
tionsverdau und Pulsfeldgelelektrophorese genotypisiert. Die dabei erzeugten Bandenmuster
wurden anschlieBend miteinander verglichen. Bei 70 VRE-Isolaten von 68 Personen lie3en
sich 43 voneinander verschiedene Bandenmuster differenzieren. 35 Bandenmuster wurden bei

jeweils einem Isolat nachgewiesen; 8 Bandenmuster traten bei mehreren VRE auf.

Die 9 VRE-Isolate aus Stuhlproben gesunder, nicht hospitalisierter Personen wiesen vonein-
ander abweichende Bandenmuster auf, die eine Verwandtschaft unter diesen Stimmen
ausschlossen. Die Bandenmuster waren auch mit keinem der klinischen Isolate identisch. Un-
terstiitzt wird dies durch die Ergebnisse der Resistenztestung und Biotypisierung: Die
Resistenzprofile und Biocodes waren in dieser Gruppe ebenfalls uneinheitlich. Es handelte

sich also um klonal unterschiedliche Stamme.

Bei 61 VRE-Isolaten von Patienten des Klinikums (aus Stuhlproben und anderem klinischen
Untersuchungsmaterial) ergaben sich zum Teil identische, zum Teil deutlich unterschiedliche
Bandenmuster. Die 8§ mehrfach nachgewiesenen Bandenmustertypen sind in Tabelle 3.10 auf-
gefiihrt. Keime mit identischem Bandenmuster stammten zumeist aus dem gleichen Bereich
des Klinikums und wiesen ein einheitliches Resistenzverhalten und einen identischen Biocode
auf. Isolate mit identischem Bandenmuster wurden jeweils zu den Bandenmustertypen A-H
zusammengefasst (sieche Tab. 3.10). Bei Isolaten aus der Kinderklinik trat hauptsidchlich der
Bandenmustertyp A auf. Die Bandenmustertypen B, C, D und E wurden ausschlieBlich bei
VRE von Patienten der Nephrologie nachgewiesen, wihrend Typ F bei zwei Patienten der
onkologischen Abteilung auftrat. Die Bandenmustertypen G und H wurden hingegen bei Iso-
laten von Patienten aus voneinander weitgehend unabhédngigen Bereichen des Klinikums
nachgewiesen. Die entsprechenden Bereiche des Klinikums werden im Folgenden genauer

betrachtet.

Die Abbildungen 3.3 und 3.4 zeigen die Bandenmuster einiger Stimme nach Pulsfeldgele-
lektrophorese. Abb. 3.3 zeigt einige VRE-Isolate mit identischen Bandenmustern aus der
Kinderklinik sowie ein abweichendes Bandenmuster aus der Chirurgie, Abb. 3.4 VRE-Isolate
aus verschiedenen Bereichen mit zum Teil deutlich unterschiedlichen Bandenmustern. Die

Tabellen 3.10 und 3.11 enthalten Informationen zu den entsprechenden Isolaten.
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Tab. 3.10: Verteilung der 8 Bandenmustertypen A-H von Enterococcus faecium iiber die Bereiche des Klini-

kums in unterschiedlichem Probenmaterial; Nachweis des vanA-Gens und Angaben zur vorherigen Therapie mit

Vancomycin (Pat: Patient, Onko: Onkologie/Hédmatologie, Frith: Frithgeborenenstation, Kardio: Kardiologie,

Nephro: Nephrologie, NTX: Nierentransplantationsstation der Medizinischen Klinik, NTX-Amb: Nierentrans-

plantationsambulanz der Medizinischen Klinik, Med Seltersb: Medizinische Klinik am Seltersberg, Neuro:

Neurologie, Datum: Probenentnahmedatum (Jahr-Monat-Tag), Biocode: Code im RapID STR-Test, vanA:

Nachweis des vanA-Gens, n.u.: nicht untersucht, Vanco: vorherige Vancomycintherapie, iv: intravenos, k.A.:

keine Angabe)
Typ Pat Untersucl}ungs- Klinik / Station Datum |Biocode| vanA Vanco
Nr. material

A 1 | Blut Kinderklinik / 04 97-10-21 | 73502 | pos | nein

A 1 | Stuhl Kinderklinik / 04 97-10-24 | 73502 | pos | nein

A 2 | Stuhl Kinderklinik / 04 97-10-28 | 73502 | pos | nein

A 3 | Katheterurin Kinderklinik / 04 97-10-26 | 73502 pos | nein

A 4 | Stuhl Kinderklinik / Onko 98-01-05 | 73502 pos | intravends
A 5 | Stuhl Kinderklinik / Onko 98-01-19 | 73502 | pos | oral

A 6 | Stuhl Kinderklinik / Onko 98-02-10 | 73502 | pos | nein

A 7 | Stuhl Kinderklinik / Friih 98-03-31 | 75502 pos | k. A.

A 8 | ZVK-Spitze Med Klinik / Kardio | 97-10-31 | 73502 | pos | intravends
B 9 | Urin Med Klinik / Nephro | 97-10-05 | 70002 | pos | intravends
B 10 | Stuhl Med Klinik / Nephro | 97-12-14 | 70102 | pos | intravends
C 11 | Stuhl Med Klinik / NTX 97-11-15 | 70002 | pos | intravends
C 12 | Stuhl Med Klinik / NTX 97-12-08 | 70002 | pos | intravends
D | 13 | Stuhl Med Klinik / NTX 97-11-07 | 70002 | pos | iv und oral
D 14 | Leberpunktat Med / NTX-Amb 97-12-19 | 70002 | pos | iv und oral
E 15 | Stuhl Med Klinik / Nephro | 97-12-08 | 70002 | pos | intravends
E 16 | Urin Med / NTX-Amb 98-01-15 | 70002 | pos | intravends
E 17 | Stuhl Med Klinik / NTX 98-01-16 | 70002 | pos | intravends
F 18 | Stuhl Med Seltersb / Onko | 97-03-03 | 70002 | neg | intravends
F 19 | Stuhl Med Seltersb / Onko | 97-05-09 | 70002 | neg | intravends
G | 20 | Stuhl Med Seltersb / Onko | 97-05-30 | 70002 | pos | intravends
G | 21 | Stuhl Med Seltersb / Onko | 97-10-06 | 70002 pos | intravends
G | 22 | Stuhl Med Seltersb / Onko | 98-02-25 | 70002 | pos | nein

G | 23 | Abstr. SM-Tasche | Med Klinik / Kardio | 97-08-22 | 70002 | pos | k. A.

G | 24 | Urin Med / NTX-Amb 97-08-22 | 70002 | pos | ivund oral
G | 24 | Urin Med Klinik / NTX 98-07-28 | 70002 | pos | intravends
H | 25 | Wundabstrich Chirurgie / Intensiv 98-04-27 | 70002 | pos | intravends
H | 26 | Wundabstrich Chirurgie / 01 98-05-25 | 70002 | n.u. | intravends
H | 27 | Bronchialsekret Chirurgie / Intensiv 98-07-07 | 70002 | pos | intravends
H | 28 | Stuhl Med Seltersb / Onko | 98-01-10 | 70002 | pos | intravends
H | 29 | Stuhl Med Klinik / NTX 98-02-07 | 70002 | pos | intravends
H | 30 | Vaginalabstrich Med Klinik / Intensiv | 98-04-24 | 70002 | pos | iv und oral
H | 31 | Katheterurin Neuro / Intensiv 98-07-11 | 70002 | nu. | k. A.
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Tab. 3.11: Verteilung der unterschiedlichen Bandenmustertypen iiber die Bereiche des Klinikums und Banden-

mustertypen der Isolate von nicht hospitalisierten Personen; Nachweis des vanA-Gens und Angaben zur vorheri-

gen Therapie mit Vancomycin (Pat: Patient, Onko: Onkologie/Hédmatologie, Friih: Frithgeborene, Kardio: Kar-

diologie, Nephro: Nephrologie, NTX: Nierentransplantationsstation der Medizinischen Klinik, NTX-Amb: Nie-

rentransplantationsambulanz der Medizinischen Klinik, Med Seltersb: Medizinische Klinik am Seltersberg, Med
Poli: Medizinische Poliklinik, Datum: Probenentnahmedatum (Jahr-Monat-Tag), Biocode: Code im RapID STR-

Test, vanA: Nachweis des vanA-Gens, n.u.: nicht untersucht, Vanco: vorherige Vancomycintherapie, iv: intrave-

nds, k.A.: keine Angabe), Typ L = E. durans, Typen N und ZB = E. faecalis, alle anderen Typen = E. faecium

Typ Pat Untersucl}ungs- Klinik / Station Datum |Biocode| vanA Vanco
Nr. material
I 32 | Stuhl Med Seltersb / Onko | 97-12-14 | 70002 | pos | intravends
J 33 | Stuhl Med Klinik / NTX 97-12-30 | 70002 | pos | iv und oral
K | 34 | Stuhl Med Seltersb / Onko | 96-11-04 | 70002 | pos | intravends
L | 35 | Stuhl Kinderklinik / 04 96-11-19 | 30002 | pos | nein
M | 36 | Stuhl Med Poli 96-11-28 | 70102 | neg | nein
N | 37 | Stuhl Med Poli 96-11-29 | 71603 | neg | nein
O | 38 | Stuhl Med Klinik / 08 96-12-02 | 70002 | neg | nein
P 39 | Stuhl Med Klinik / Nephro | 98-01-16 | 70002 | pos | k. A.
Q | 40 | Stuhl Kinderklinik / Onko 97-11-02 | 70002 | neg | nein
R | 41 | Stuhl Med Klinik / 01 98-03-05 | 70002 pos | nein
S | 42 | Stuhl Med Klinik / 01 98-03-29 | 70002 | pos | nein
T | 43 | Urin Med / NTX-Amb 97-11-06 | 70002 | neg | intravends
U | 44 | Urin Med Klinik / 30 97-11-24 | 70002 | pos | k. A.
V | 45 | ZVK-Spitze Chirurgie / 02 97-08-18 | 70002 | neg | k. A.
W | 46 | Stuhl Kinderklinik / Friih 98-04-16 | 70502 | neg | intravends
X | 47 | Stuhl Kinderklinik / Onko 98-01-08 | 73502 | pos | nein
Y | 48 | Stuhl Med Seltersb / 10 96-11-22 | 70002 | pos | nein
Z | 49 | Katheterurin Med Klinik / Nephro | 98-01-12 | 70002 | pos | k. A.
AA | 50 | Urin Med / NTX-Amb 98-03-26 | 70002 | pos | intravends
AB | 51 | Urin Med Klinik / Kardio | 98-06-19 | 70002 | n.u. | k. A.
AC | 52 | Urin Med Seltersb / Onko | 97-08-21 | 70002 | pos | intravends
AD | 53 | Wundabstrich Med Klinik / 08 97-11-17 | 70002 | pos | intravends
AE | 54 | Stuhl Med Klinik / Nephro | 98-01-22 | 70002 | pos | intravends
AF | 55 | Stuhl Med Klinik / NTX 98-01-28 | 70002 | pos | intravends
AG | 56 | Stuhl Med Klinik / Nephro | 97-11-28 | 70002 | pos | intravends
AH | 57 | Stuhl Med Seltersb / Onko | 97-10-20 | 70002 | pos | intravends
Al | 58 | Wundabstrich Med Klinik / Intensiv | 97-11-06 | 70002 | neg | intravends
Al | 59 | Sputum Med Klinik / Intensiv | 96-02-15 | 70102 pos | nein
ZA | 60 | Stuhl nicht hospitalisiert 97-06-17 | 70002 | pos | -
ZB | 61 | Stuhl nicht hospitalisiert 97-06-17 | 71602 | neg | -
ZC | 62 | Stuhl nicht hospitalisiert 96-09-18 | 70002 | pos | -
ZD | 63 | Stuhl nicht hospitalisiert 96-09-20 | 70002 | pos | -
ZE | 64 | Stuhl nicht hospitalisiert 96-11-19 | 70402 | pos | -
ZF | 65 | Stuhl nicht hospitalisiert 97-10-16 | 70002 | pos | -
ZG | 66 | Stuhl nicht hospitalisiert 98-01-20 | 70002 | pos | -
ZH | 67 | Stuhl nicht hospitalisiert 97-03-17 | 70002 | neg | -
Z1 | 68 | Stuhl nicht hospitalisiert 97-12-11 | 70002 | pos | -
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Abb. 3.3: DNA-Fragmentprofil von 7 E. faecium-Isolaten nach Smal-Restriktionsverdau
und PFGE.

Bahnen 3-7 und 9 zeigen Isolate von Patienten der Kinderklinik mit dem identischem Ban-

denmustertyp A, Bahn 8 ein Isolat aus der Chirurgischen Klinik mit abweichendem Muster.

Bahn 1: Lambda-Ladder I = Pulsed-Field Marker 0,1-200 kb, Bahn 2: Lambda-Ladder II =
Pulsed-Field Marker 50-1000 kb (beide Fa. Sigma-Aldrich, Deisenhofen)

Bahn 3: Blutkulturisolat von Pat.1, Bahn 4: Stuhlisolat von Pat.5, Bahn 5: Stuhlisolat von
Pat.6, Bahn 6: Stuhlisolat von Pat.7, Bahn 7: Stuhlisolat von Pat.1, Bahn 8: ZVK-Isolat von
Pat.45, Bahn 9: Katheterurinisolat von Pat.3

Informationen zu den Patienten sind den Tab. 3.10 und 3.11 zu entnehmen.
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Abb. 3.4: DNA-Fragmentprofil von 9 E. faeccium-Isolaten nach Smal-Restriktionsverdau
und PFGE.

Die Bahnen 3, 4, 6 und 11 zeigen die unterschiedlichen Bandenmuster der Isolate von Patien-
ten aus verschiedenen Bereichen des Klinikums und von einer gesunden, nicht hospitalisierten
Person. Die Bahnen 8-10 mit Isolaten aus der Chirurgie zeigen den iibereinstimmenden Ban-

denmustertyp H, Bahnen 5 und 7 mit Isolaten aus der Kinderklinik den Bandenmustertyp A.

Bahn 1: Lambda-Ladder I = Pulsed-Field Marker 0,1-200 kb, Bahn 2: Lambda-Ladder II =
Pulsed-Field Marker 50-1000 kb (beide Fa. Sigma-Aldrich, Deisenhofen)

Bahn 3: Stuhlisolat von Pat.46, Bahn 4: Stuhlisolat von Pat.47, Bahn 5: Stuhlisolat von Pat.4,
Bahn 6: Stuhlisolat von Pat.48, Bahn 7: Stuhlisolat von Pat.2, Bahn 8: Wundabstrichisolat
von Pat.25, Bahn 9: Wundabstrichisolat von Pat.26, Bahn 10: Bronchialsekretisolat von
Pat.27, Bahn 11: Stuhlisolat von nicht hospitalisierter Person Nr. 68.

Informationen zu den Patienten sind den Tab. 3.10 und 3.11 zu entnehmen.
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3.5.1 Kinderklinik

8 von 12 VRE-Isolaten aus der Kinderklinik, die zwischen dem 21.10.1997 und dem
31.03.1998 isoliert wurden, wiesen in der Pulsfeldgelelektrophorese ein identisches Banden-
muster auf (Typ A, siehe Tab. 3.10). Es handelte sich bei allen um E. faecium mit identischer
biochemischer Differenzierung, die vom recht uniformen Muster der {ibrigen VRE-Stdmme
deutlich abwich. Bei allen 8 Isolaten lieB sich das vanA-Gen mittels PCR nachweisen. Die
Resistenzmuster waren ebenfalls einheitlich. Somit ist es sehr wahrscheinlich, dass es sich bei

den Isolaten um identische Stimme handelte.

Die 8 Isolate stammten von 7 Patienten der Kinderklinik: Zwei wurden in einer Blutkultur
sowie einer Stuhlprobe von Pat.1 nachgewiesen. Pat.2, bei dem der betreffende Stamm im
Stuhl auftrat, hatte mit Pat.1 ein Zimmer geteilt. Bei Pat.3 derselben Station wurde der Stamm
aus Katheterurin isoliert. In Stuhlproben von den betreuenden Krankenschwestern lieBen sich
keine VRE nachweisen. Drei weitere Isolate entstammten Stuhlproben von Patienten der on-
kologischen Kinderstation, ein Isolat der Stuhlprobe eines Patienten der Frithgeborenenstation

(Pat.4-7, Tab. 3.10, S. 41). Der Ubertragungsweg zwischen den Stationen blieb ungeklirt.

Ein Isolat von der ZVK-Spitze eines erwachsenen Patienten der kardiologischen Abteilung
der Medizinischen Klinik wies dasselbe Bandenmuster (Typ A) und dieselbe biochemische
Differenzierung auf (Pat.8, Tab. 3.10). Der Zusammenhang mit den Isolaten aus der Kinder-

klinik blieb jedoch unklar.

Die Bandenmuster der 7 Patienten-Isolate aus der Kinderklinik sind in Abb. 3.3 (Pat.1, Pat.3,
Pat.5-7) und Abb. 3.4 (Pat.2, Pat.4) wiedergegeben.

3.5.2 Medizinische Klinik, Nephrologie

In der nephrologischen Abteilung der Medizinischen Klinik wurden ebenfalls E. faeccium-
Stimme mit identischen Bandenmustern (Typen B, C, D, E), Biocodes und Antibiogrammty-
pen bei 4 verschiedenen Patientengruppen isoliert (Pat.9-17, Tab. 3.10, S. 41). Auf der
nephrologischen Station wurde innerhalb von zwei Monaten aus der Urinprobe einer Patientin
der gleiche Stamm isoliert wie bei einem anderen Patienten aus Stuhl (Typ B). Zwei Patienten
der Nierentransplantationsstation wiesen im Stuhl identische Isolate auf (Typ C). Zwei weite-

re untereinander identische Isolate entstammten der Stuhlprobe einer Patientin der
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Nierentransplantationsstation und dem Leberpunktat einer Patientin der Transplantationsam-
bulanz (Typ D). Ein anderes Bandenmuster trat im Dezember 1997 und im Januar 1998 bei
drei nephrologischen Patienten auf (Typ E): Zwei Isolate stammten aus Stuhlproben (nephro-
logische  Station und  Nierentransplantationsstation) und eines aus  Urin
(Transplantationsambulanz). Bei allen hier erwdhnten VRE wurde in der PCR das vanA-Gen
nachgewiesen. Alle 9 Patienten hatten vor der Probenentnahme Vancomycin parenteral erhal-

ten, zwei davon zusétzlich oral.

3.5.3 Medizinische Klinik Seltersberg, Onkologie

Zwei E. faecium aus Stuhlproben der Patienten 18 und 19 der onkologisch-hdmatologischen
Station wiesen ebenfalls ein identisches Bandenmuster auf (Typ F, Tab. 3.10). Beide zeigten
den gleichen Biocode und besaen kein vanA-Gen. Beide Patienten, bei denen die Stimme im
Abstand von weniger als 3 Monaten isoliert wurden, hatten vor der Probenentnahme Vanco-

mycin parenteral erhalten.

3.5.4 Verwandte Isolate in verschiedenen Bereichen des Klinikums

Das Bandenmuster G trat bei drei E. faccium aus Stuhlproben unterschiedlicher Patienten der
onkologisch-hdmatologischen Station auf (Pat.20-22, Tab. 3.10, S. 41). Dasselbe Muster wie-
sen Isolate vom Abstrich aus der subkutanen Herzschrittmachertasche von Pat.23
(Kardiologie) und aus Mittelstrahlurin von Pat.24 (Nephrologie) auf. Die Proben wurden im
Zeitraum von weniger als 9 Monaten entnommen. Bei Pat.24 lieB3 sich derselbe Stamm 11
Monate spater erneut im Urin nachweisen. Vor Entnahme der ersten Probe hatte er Vancomy-
cin parenteral und oral erhalten, vor Abgabe der zweiten Urinprobe erneut parenteral. Alle 6
Isolate zeigten ein identisches biochemisches Verhalten und ein einheitliches Resistenzmuster

und besalBlen das vanA-Gen.

Von vier in der chirurgischen Klinik isolierten VRE wiesen drei in der Pulsfeldgelelektropho-
rese ein identisches Bandenmuster auf (Typ H, April bis Juli 1998). Ein Isolat stammte aus
Bronchialsekret, die anderen aus Wundabstrichen (Pat.25-27, Tab. 3.10). Dasselbe Banden-
muster zeigten aber auch vier weitere E. faecium, die von verschiedenen Patienten zwischen
Januar und Juli 1998 aus folgendem Material isoliert wurden: je eine Stuhlprobe aus der On-

kologie und der Nephrologie, Katheterurin aus der neurologischen Intensivstation und ein
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Vaginalabstrich aus der medizinischen Intensivstation. Der Biocode und das Resistenzprofil
waren bei allen Stimmen identisch und das vanA-Gen wurde bei allen untersuchten VRE
nachgewiesen. Die Bandenmuster der Isolate der Patienten 25 bis 27 sind in Abb. 3.4 auf

S. 44 abgebildet (Bahnen 8-10).
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4 DISKUSSION

Resistenzentwicklungen bei bakteriellen Krankheitserregern stellen in den Krankenhiusern
vieler Lander ein schwerwiegendes Problem dar. Zu den Problemkeimen mit zum Teil
multiplen Resistenzen gegen alle herkdmmlichen Antibiotika gehoren auch die Enterokokken.
Besonders bedenklich ist die zuerst 1988 beschriebene und seitdem immer hiufiger aufgetre-
tene Resistenz gegen die Glykopeptide Vancomycin und Teicoplanin, denn diese sind
wichtige Reserveantibiotika gegen multiresistente grampositive Krankheitserreger (41, 89).
Dabei ist die Resistenzrate von E. faecium unter allen Enterokokkenspezies am hdchsten (80).
Auch bei den hier isolierten Vancomycin-resistenten Enterokokken (VRE) war E. faecium mit

96% der Isolate am hdufigsten vertreten.

VRE werden nicht nur bei Krankenhauspatienten, sondern auch aus Stuhlproben nicht hospi-
talisierter Personen isoliert. In Deutschland wurde 1995 von Kolonisationsraten der
Bevolkerung bis zu 12% berichtet (34, 87). Als eine Ursache fiir die hohen Raten wurde der
nutritive Einsatz des Glykopeptidantibiotikums Avoparcin in der Tiermast angefiihrt. Im Auf-
tauwasser von Schlachtgefliigel und in Rohfleischprodukten wurden VRE nachgewiesen, die
iiber die Nahrungskette den Menschen erreichen koénnen (35, 85). VRE wurden haufiger in
Mastbetrieben gefunden, die Avoparcin einsetzten, als in solchen, die es nicht als Futterzusatz
benutzten (1, 34, 35, 87, 89). Seit dem Verbot des Avoparcineinsatzes in der Fleischpro-
duktion in Deutschland im Januar 1996 ist die Nachweishdufigkeit von VRE dort
zuriickgegangen (71).

In den vorliegenden Untersuchungen, durchgefiihrt im Raum Gie3en von September 1996 bis
Mairz 1998, wurden aus 0,7% der Stuhlproben von gesunden, nicht hospitalisierten Personen
VRE isoliert. Dies liegt unter den bisher fiir die 90er Jahre verdffentlichten Zahlen (34, 87).
Die Unterschiede zu anderen Studien kdnnen zwei Griinde haben: Erstens stammten die Pro-
ben aus anderen Regionen, zweitens wurde unsere Studie nach dem Verbot von Avoparcin in
Deutschland durchgefiihrt. Klare et al. beobachteten 1995 vor dem Verbot von Avoparcin in

der Tiermast 12% asymptomatische Trager von VRE unter der nicht hospitalisierten Allge-
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meinbevolkerung. 1997, ein Jahr nach dem Verbot, berichteten sie von einem Absinken dieser
Rate auf 3,3% (36). Diese Feststellungen unterstreichen die Bedeutung des Einsatzverbotes

von Antibiotika als Futterzusatz in der Fleischproduktion.

Um die Verbreitung der Vancomycinresistenz in Krankenhdusern zu beurteilen, wird in den
meisten Studien der Anteil der VRE an allen Enterokokkenisolaten aus Infektionen bestimmit.
Eine deutsche multizentrische Studie weist fiir 1997 eine Resistenzrate von 4,3% gegen Gly-
kopeptide bei Enterokokken klinischer Herkunft aus (74). Aus den USA wird 1997 von einer
Glykopeptidresistenzrate von 23% bei Enterokokkenisolaten von Intensivpatienten und von
15% auf Normalstationen berichtet (37). Im Untersuchungszeitraum betrug der Anteil von

VRE an allen Enterokokken-Isolaten des Gesamtklinikums Gief3en 2-3%.

Als Ausgangsquelle fiir VRE-Infektionen ist die intestinale Kolonisation anzusehen (19, 24,
49). In den meisten Féllen bleiben diese Kolonisationen symptomlos. Es besteht jedoch im-
mer die Gefahr, dass diese fakultativ pathogenen Keime in andere Organe gelangen
(Harnwege, Venenkatheter, Peritonealraum, Blut, Herzklappen) und dort Infektionen verursa-

chen, die dann nur schwierig und teuer zu therapieren sind.

Als Risikofaktoren fiir eine VRE-Kolonisation werden in der Literatur die Grunderkrankung
der Patienten, eine vorausgegangene Antibiotikatherapie insbesondere mit Glykopeptiden und
die Verweildauer im Krankenhaus diskutiert. Besonders hoch ist das Risiko bei Patienten mit
Grunderkrankungen, bei denen hdufiger eine Therapie mit Glykopeptiden erforderlich ist
(88). Entsprechend ist die Gefahr auf nephrologischen und hdmatologischen Stationen sowie
auf Intensivstationen besonders hoch. In der Literatur wurden dort 10-33% kolonisierte Pati-
enten beschrieben (23, 25, 30, 89), wihrend in anderen Bereichen dieser Anteil bei 3-5% lag
(23, 89). Diese Daten lieBBen sich in unseren Untersuchungen bestétigen. Bei 29 der 370 unter-
suchten Patienten des GieBBener Universititsklinikums lieBen sich VRE in Stuhlproben
nachweisen (7,8%). Am hochsten war die Kolonisationsrate auf den nephrologischen Statio-
nen (26%) und in der Onkologie/Hamatologie (25% in der Péadiatrie, 9% in der Medizinischen
Klinik). Auf den iibrigen Stationen waren im Mittel nur 3% der Patienten mit VRE koloni-

siert.
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Als eine der Ursachen fiir die unterschiedliche Haufigkeit der VRE-Kolonisation sind die
therapeutische Anwendung von Glykopeptiden und anderen Breitbandantibiotika diskutiert
worden (10, 22, 25, 85). Vancomycin wird nach parenteraler Gabe hauptsichlich renal elimi-
niert, gelangt aber in niedriger Konzentration {iber die Galle auch in den Darm und kann dort
ein Niveau erreichen, das Vancomycin-resistenten Keimen einen Wachstumsvorteil verschafft
(17, 38). Die orale Gabe von Vancomycin wird zur Therapie der durch Clostridium difficile
verursachten Antibiotika-assoziierten Kolitis eingesetzt und wurde von mehreren Autoren als
ein Risikofaktor fiir die intestinale Kolonisation mit VRE beschrieben (10, 26, 69, 81). In un-
seren Untersuchungen hatten 34% der Patienten zuvor Vancomycin erhalten, davon 88%
parenteral, 9% oral und 3% oral und parenteral. Die Vancomycintherapie erfolgte in 90% der
Félle innerhalb der letzten zwei Wochen vor der Stuhluntersuchung, bei allen anderen inner-

halb der letzten 4 Wochen.

Nach unseren Untersuchungsergebnissen steigt das Risiko der intestinalen Kolonisation eines
Patienten mit VRE wihrend eines stationdren Aufenthaltes auf das Dreifache an, wenn er mit
Vancomycin therapiert wurde. Die Grunderkrankung der Patienten konnte in unseren Unter-
suchungen nicht als statistisch signifikanter Risikofaktor belegt werden. Die Unterschiede
zwischen den einzelnen Bereichen des Klinikums sind am ehesten durch den unterschiedlich
héufigen Einsatz von Vancomycin in der Therapie zu erkldren. Ein bedeutender Einfluss der
sonstigen antibiotischen Therapie auf die Besiedlung mit VRE konnte ebenfalls nicht nach-

gewiesen werden.

Diese Ergebnisse unterstreichen die Bedeutung der Einhaltung strenger Indikationsstellungen
fiir den therapeutischen Einsatz von Glykopeptidantibiotika. Diese Antibiotika sollten nur bei
bestimmten Indikationen Anwendung finden (16, 26, 28, 75, 81), die nachfolgend aufgezéhlt

sind:

* Behandlung schwerer Infektionen durch Betalaktam-resistente grampositive Bakterien

* Behandlung von Infektionen durch grampositive Mikroorganismen bei Patienten mit
Allergien gegen Betalaktam-Antibiotika

* Behandlung therapieresistenter Antibiotika-assoziierter Kolitis (orale Applikation von

Vancomycin), Mittel der ersten Wahl sollte Metronidazol sein
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* Endokarditis-Prophylaxe bei Hochrisikopatienten
* perioperative Prophylaxe bei Implantation prothetischer Materialien in Krankenhdusern

mit einer hohen Rate Methicillin-resistenter Staphylokokken

In der Krankenhausroutine wird leider hdufig gegen dieses Prinzip verstoBen. Verschiedene
Studien zeigen, dass bis zu zwei Drittel der Patienten, die Vancomycin erhalten, keine ausrei-

chende Indikation fiir diese Therapie aufweisen (19, 28, 81).

Welche Therapieoptionen bleiben bei Infektionen mit multiresistenten Enterokokken? Die
klassische Therapie mit einem Aminopenicillin, auch in Kombination mit einem Betalakta-
mase-Inhibitor, scheidet in der Regel aus. Nur 24% der untersuchten Stimme waren noch
sensibel gegen Amoxicillin mit Clavulansdure. Die Hélfte der VRE wies zudem eine
Hochresistenz gegen Gentamicin auf, so dass auch durch Kombination mit einem

Aminoglykosid keine synergistische Wirkung erzielt werden kann.

Eine Therapie mit Teicoplanin ist bei Isolaten mit dem selteneren Resistenzgen vanB oft noch
moglich (37, 89). Der VanA-Typ, der eine hohe Resistenz gegen Teicoplanin aufweist, ist
jedoch weitaus hédufiger: Bei 82% der untersuchten VRE lieB3 sich das vanA-Gen nachweisen.
Das stimmt i{iberein mit der in der Literatur angegebenen Haufigkeit von vanA von 70-100%

(20, 48, 49).

In einigen Fillen zeigt Rifampicin in vitro eine noch ausreichende Aktivitit gegen VRE
(18%), es wirkt aber nicht bakterizid. AuBerdem besteht bei einer Monotherapie die Gefahr
der schnellen Resistenzentwicklung. Rifampicin sollte daher nur in Kombination mit anderen

Antibiotika, z.B. Chloramphenicol, angewendet werden (25, 52, 81).

Eine weitere Alternative sind nach Testung Chloramphenicol oder Tetracycline. Von den hier
untersuchten Enterokokken waren 58% sensibel gegen Chloramphenicol. Beide Antibiotika
sind jedoch nur bakteriostatisch wirksam und sollten daher mit anderen Mitteln kombiniert
werden (40, 58, 81). Wegen der seltenen, aber meist irreversiblen Knochenmarksschiadigung

darf Chloramphenicol nur nach kritischer Indikationsstellung eingesetzt werden (32).
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Unter den neu entwickelten Antibiotika haben das Streptogramin Dalfopristin/Quinupristin
und das Oxazolidinon Linezolid eine besondere Bedeutung. In Untersuchungen von Eliopou-
los et al. waren 1997 86% von 875 nordamerikanischen Vancomycin-resistenten E. faecium
sensibel gegen Dalfopristin/Quinupristin (20). Das stimmt mit unseren Ergebnissen iiberein:
Bei den von uns untersuchten Enterokokkenisolaten waren ebenfalls nur 14% resistent. Aller-
dings droht auch hier eine Resistenzentwicklung aus der Tiermast: Das verwandte
Antibiotikum Virginiamycin wurde iiber 20 Jahre als Futterzusatz eingesetzt und wurde in der
EU erst im Januar 1999 verboten, weil Resistenzprobleme auftraten (71, 86). Dal-
fopristin/Quinupristin ist zudem schlecht vertriglich. Es hat zahlreiche Nebenwirkungen, u.a.
ist es stark phlebotoxisch. Es darf daher nur stark verdiinnt iiber einen zentralen Venenkathe-
ter appliziert werden, da sonst bis zu 40% der Patienten eine Thrombophlebitis entwickeln (2,

44, 82). Es sollte daher nur in Notfdllen angewandt werden.

Die wichtigste Therapieoption ist das neu entwickelte und seit September 2001 in Deutsch-
land zugelassene Oxazolidinon Linezolid. Es ist gut vertrdglich und zeigt eine ausgezeichnete
Wirksamkeit gegen grampositive Bakterien, inklusive multiresistenter Keime wie VRE,
MRSA und VRSA. Es verfiigt liber einen neuartigen Wirkmechanismus; Resistenzen wurden
bisher nicht beschrieben. Linezolid ist derzeit die beste Alternative zur Therapie multiresis-
tenter Enterokokken und anderer multiresistenter grampositiver Krankheitserreger (7, 14, 51).
Ein Nachteil ist der erschreckend hohe Preis, mit Tagestherapiekosten von derzeit 140-200

Euro'.

Einige In-vitro-Untersuchungen weisen darauf hin, dass antibiotische Mehrfachkombina-
tionen synergistisch gegen multiresistente Enterokokken wirksam sind. Die Kombination von
Teicoplanin mit Ampicillin fithrt zu einer Wirkungsverstirkung der einzelnen Antibiotika
gegen VRE (29), wihrend die Kombination von Daptomycin und Fosfomycin synergistische
bakterizide Aktivitidt gegen Enterokokken mit Hochresistenz gegen Gentamicin zeigt (64).
Auch iiber Kombinationen von Vancomycin mit Penicillin und Gentamicin oder Teicoplanin
mit Imipenem wird berichtet. Allerdings zeigt sich klinisch noch keine Kombination als aus-

reichend zuverléssig (40, 52, 81).

" Quelle: Dr. M. Brumhard, Leiter der Apotheke des Universititsklinikums Giefien
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Eine Therapiemdglichkeit bei Wundinfektionen stellt die lokal applizierbare Fusidinsdure dar
(18, 78). Gegen 24% der untersuchten VRE wies Fusidinsdure eine ausreichende In-vitro-

Aktivitat auf.

Ein weiterer Schwerpunkt der vorliegenden Arbeit galt der Epidemiologie von VRE im Klini-
kum GieBen. Mittels Restriktionsverdau und Pulsfeldgelelektrophorese wurde eine Geno-
typisierung der Enterokokkenstdmme durchgefiihrt, die Aufschluss iliber die klonale Identitit

der Isolate lieferte.

Zum Nachweis der Identitit von Bakterienisolaten werden verschiedene Methoden angewen-
det. Eine Moglichkeit ist die Biotypisierung und der Vergleich der Antibiogramm-Muster.
Diese Methoden haben den Nachteil, dass bei manchen Bakterienarten nur wenig Abwei-
chungen zwischen den Stimmen bestehen, d.h. die Muster aller Stimme sehen &hnlich oder
gleich aus (47). Die zuverldssigste Methode ist der ,,genetische Fingerabdruck®, z.B. mittels
Restriktionsverdau mit anschlieender Pulsfeldgelelektrophorese. Durch Vergleich der Ban-
denmuster kann die klonale Identitit eines Stammes bewiesen oder ausgeschlossen werden

(11, 12, 47, 77).

Es gibt zur Zeit jedoch noch keine standardisierten Kriterien fiir die Analyse von Bandenmus-
tern, die in der PFGE erzeugt werden. Tenover et al. vom CDC, Georgia, USA, haben
Richtlinien fiir diese Analysen verdffentlicht (77): Eine Voraussetzung fiir den zuverldssigen
Vergleich ist zunéchst, dass in der PFGE mindestens 10 Banden differenziert werden konnen.
Um zu gewihrleisten, dass nicht verwandte Stimme sicher voneinander differenziert werden
konnen, miissen zudem einige epidemiologisch voneinander unabhingige Stimme untersucht
werden, die ein deutlich unterschiedliches Bandenmuster aufweisen miissen. Dies ist bei den
vorliegenden Untersuchungen durch die Typisierung von VRE von gesunden Personen aul3er-
halb des Klinikums geschehen. Auch bei den Patienten des Klinikums wurden VRE mit
verschiedenen Bandenmustern isoliert. Insgesamt wurden 43 verschiedene Muster identifi-
ziert. Klare et al. berichten in Deutschland, ebenso wie van den Braak et al. in den
Niederlanden, von einer hohen Diversitdt der von ihnen mittels PFGE typisierten Enterokok-
ken (13, 34). Daher kann man davon ausgehen, dass Stimme mit gleichen Bandenmustern

identisch sind.

Exakt identische Bandenmuster stehen nach Tenover et al. fiir genetische Identitéit, d.h. die

jeweiligen Isolate gehdren zu demselben Stamm. Unterscheiden sich die Muster in zwei bis
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drei DNA-Banden, werden die entsprechenden Isolate nach diesen Richtlinien noch als wahr-
scheinlich demselben Stamm zugehorig eingestuft. Um zweifelsfreie Aussagen treffen zu
konnen, wurde diese zweite Kategorie in der Bewertung der Muster nicht beriicksichtigt. Die-
se Richtlinien gelten fiir Isolate, die innerhalb eines Zeitraumes von hochstens 12 Monaten
aufgetreten sind. Die im Ergebnisteil als identisch eingestuften Isolate erfiillen diese Forde-
rung. Fir die Genotypisierung groBerer Erregerpopulationen, die iiber ldngere Zeitrdume
isoliert werden, wird die Genomspaltung mittels mehrerer Restriktionsendonukleasen gefor-
dert. Da fiir Enterokokken zur Zeit nur eine anerkannte Restriktionsendonuklease existiert —

Smal — ist dies noch nicht moglich (34, 47, 54, 77).

Die VRE-Isolate von gesunden Personen auflerhalb des Klinikumsbereichs waren erwar-
tungsgemdll untereinander nicht verwandt. Bei mehreren Patienten des Klinikums konnten
dagegen nah verwandte oder sogar identische Stamme isoliert werden. Diese Patienten befan-
den sich zum groflen Teil jeweils im gleichen Bereich des Klinikums, einige davon auf
denselben Stationen. Hier muss von einer Ausbreitung der Keime ausgegangen werden, die
bei Einhaltung addquater HygienemalBinahmen jedoch vermeidbar sein sollte. Zwei Genotypen
wurden auBerdem bei Patienten aus unterschiedlichen Bereichen des Klinikums isoliert: Typ
G trat in verschiedenen Bereichen der Medizinischen Klinik auf, wahrend Typ H bei mehre-
ren Patienten der Chirurgischen Klinik und der Medizinischen Klinik und bei einem Patienten
der neurologischen Intensivstation isoliert wurde. Mdogliche Ubertragungswege sind der
Transfer von Patienten in andere Kliniken oder Personal, das in mehreren Bereichen des Kli-
nikums arbeitet, sowie die gemeinsame Benutzung von Bereichen wie Radiologie etc. Diese
Erkenntnisse weisen erneut darauthin, wie wichtig die strikte Einhaltung von Hygiene- und
Isolierungsmafinahmen zur Vermeidung der Ausbreitung multiresistenter Infektionserreger

ist.

Nosokomiale Infektionen durch VRE werden nicht nur in Gieflen beobachtet. In zahlreichen
Veroffentlichungen aus Europa und den USA wird von nosokomialen Kleinraumepidemien
mit jeweils identischen VRE-Isolaten berichtet (3, 11, 12, 16, 22, 30, 42, 48). So isolierten
Boyce et al. von 1991 bis 1992 bei 37 Patienten auf 8 von 10 Abteilungen eines Krankenhau-
ses in Rhode Island einen identischen VanB-positiven Stamm. 15 dieser Patienten
entwickelten eine Infektion mit diesem Keim (11). In Boston kam es 1996 zur Ausbreitung
eines im Massachusetts General Hospital schon bei zahlreichen Patienten nachgewiesenen

VRE-Stammes auf ein weiteres Krankenhaus. Innerhalb von drei Monaten wurde der identi-
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sche Stamm dort bei 39 von 75 Patienten mit VRE-Infektionen isoliert (22). Jordens et al.
untersuchten 1992 VRE-Isolate von 22 Patienten eines englischen Krankenhauses, von denen
sich 17 als identisch herausstellten. Bei einem anschlieBenden Screening wurden aus 17 von

25 VRE-positiven Stuhlproben Stimme mit demselben Genotyp isoliert (30).

Um das Problem multiresistenter VRE kiinftig einzuddimmen, miissen Maflnahmen ergriffen
werden, die an unterschiedlichen Stellen angreifen. Aus den Ergebnissen unserer Untersu-

chungen und den Daten aus der Literatur lassen sich die folgenden Empfehlungen ableiten.

An erster Stelle steht die Einschrinkung des Vancomycinverbrauches. Glykopeptide sollten
nur nach strenger Indikationsstellung angewendet werden. Insbesondere die orale Applikation
von Vancomycin zur Therapie der Antibiotika-assoziierten Kolitis sollte vermieden und statt-
dessen Metronidazol bevorzugt werden. Antibiotika, darunter speziell die Glykopeptide,
miissen weltweit aus der Tiermast verbannt werden. Innerhalb von Krankenhidusern muss die
Gefahr der Ubertragung multiresistenter Keime durch die strikte Einhaltung von Hygiene-
und Isolierungsmafnahmen vermieden werden. Patienten mit VRE sollten in Risikobereichen
im Einzelzimmer mit eigener Toilette untergebracht werden. Patient, Pflegepersonal und
behandelnde Arzte sollten besondere HygienemaBnahmen beachten, insbesondere die
korrekte Handedesinfektion vor Verlassen des Zimmers. Der Patient muss tiber entsprechende

Verhaltensregeln aufgeklart werden.

Mit der Zulassung neuartiger Antibiotika wie des Linezolids ist es gelungen, Infektionen mit
multiresistenten grampositiven Keimen wieder therapierbar zu machen, wenn auch zu einem
hohen Preis. Das sollte nicht dazu verleiten, kiinftig die oben aufgefiihrten Praventionsmal3-
nahmen zu vernachldssigen, die einer weiteren Resistenzentwicklung und Verbreitung

multiresistenter Erreger vorbeugen.
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S ZUSAMMENFASSUNG

Durch zunehmende Resistenzentwicklungen sind besonders die Enterokokken zu schwer the-
rapierbaren Krankheitserregern geworden. Vancomycin-resistente Enterokokken (VRE)
weisen gegen nahezu alle herkdmmlichen Antibiotika, inklusive der Glykopeptide, Resisten-
zen auf. Ausgangspunkt fiir Infektionen ist die intestinale Kolonisation. In der vorliegenden
Arbeit wurden Privalenz und Risikofaktoren der intestinalen Kolonisation mit VRE bei nicht

hospitalisierten Personen und Patienten des Universititsklinikums Gieen untersucht.

Aus 1252 Stuhlproben von gesunden, nicht hospitalisierten Personen wurden in 9 Féllen VRE
isoliert (0,7%). Bei 29 von 370 Patienten des Universititsklinikums Gielen konnten aus
Stuhlproben VRE isoliert werden (7,8%). In der Nephrologie lag diese Rate bei 26%, auf der
onkologisch-hdmatologischen Kinderstation bei 25%, auf der onkologisch-hdmatologischen
Erwachsenenstation bei 9% und auf den iibrigen Stationen im Mittel bei 3%. Eine vorherige
Vancomycintherapie konnte als statistisch signifikanter Risikofaktor ermittelt werden. Der
Einfluss einer anderweitigen antibiotischen Therapie und der Grunderkrankung der Patienten

waren statistisch nicht belegbar.

Bei 82% der VRE lieB3 sich mittels PCR das Resistenzgen vanA nachweisen. Durch molekula-
re Genotypisierung mittels Restriktionsverdau und anschlieBende Auftrennung der Fragmente
in der Pulsfeldgelelektrophorese sowie durch Vergleich von Biocode und Resistenzmuster
lieB sich die Identitét bzw. Unterschiedlichkeit der Stimme darstellen. Die Ergebnisse weisen
darauf hin, dass eine Ausbreitung verwandter Stimme innerhalb des Klinikums stattgefunden
hat. So konnte unter anderem in der Kinderklinik ein klonal verwandter Stamm bei mehreren

Patienten aus Blut, Urin und Stuhl isoliert werden.

Wichtige PraventionsmaBnahmen zur Verhinderung der weiteren Resistenzausbreitung sind
daher die Verringerung des Glykopeptideinsatzes und besondere Hygiene- und Isolierungs-

mafnahmen bei infizierten und kolonisierten Patienten.
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