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Einleitung und themenbezogene Literaturtibersicht

1. Einleitung und themenbezogene Literaturibersicht

1.1 Einleitung

Mit einem Anteil von 12 % stehen Enterokokken heute auf Platz 3 der Rangliste
nosokomialer bakterieller Infektionserreger in Deutschland. Derzeit sind 37 Entero-
kokken-Spezies bekannt, von denen E. faecalis und E. faecium die grof3te klinische
Bedeutung erlangt haben (RKI 2010).

Enterokokken konnen aufgrund ihrer hohen Tenazitat nicht nur unter extremen Ver-
haltnissen Uberleben (Neely und Maley 2000, Sherman 1937, Wendt et al. 1998b),
sondern besitzen auch eine Vielzahl intrinsischer und aquirierter Antibiotika-
Resistenzen. Vor allem Isolate der Spezies E. faecium sind oftmals multiresistent
(Klare et al. 2005, Werner et al. 2008a). DarUber hinaus gibt es Hospital-assoziierte
Stamme, die eine erhohte Ausbreitungsfahigkeit im Krankenhaus zeigen (Werner et
al. 2008a, Willems et al. 2001 und 2005). Enterokokken, die eigentlich als gering
pathogen gelten, kdnnen bei Menschen mit schweren Grundleiden und Immunsup-
pression lebensbedrohliche Infektionen hervorrufen (Vonberg et al. 2007, Wendt et
al. 1998a, Werner et al. 2008a).

Die erworbene Glycopeptid-Resistenz gehdrt zu den bedeutenderen Resistenzen der
Enterokokken. In Europa traten die ersten gegen das Glycopeptid-Antibiotikum
Vancomycin resistenten Stamme 1987 auf (Leclercq et al. 1988, Uttley et al. 1988).
2003/2004 kam es zu einem Anstieg der Inzidenz von Vancomycin-resistenten

E. faecium in deutschen Krankenhausern. Wahrend diese vor 2003 bei = 5 % lag,
wurden 2003/2004 in verschiedenen Kliniken Werte von bis zu 14 % erreicht (Fahr et
al. 2004). Bezuglich der Resistenz-Determinanten, die der erworbenen Glycopeptid-
Unempfindlichkeit zugrunde liegen, dominiert bei nosokomialen Enterokokken-
Stammen bis heute der vanA-Typ (RKI 2010).

Der Umgang mit VRE im Klinikalltag wird durch die oben beschriebenen Eigen-
schaften erschwert: Die Therapiemdoglichkeiten von VRE-Infektionen sind durch die
gegenwartige Resistenzsituation stark limitiert, was haufig den Einsatz von Reserve-
Antibiotika indiziert (Mielke et al. 2011, Werner et al. 2008a). Die Ausbreitung des
Erregers wird u. a. durch dessen hohe Tenazitat begunstigt, die es ihm beispiels-
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weise ermaoglicht, auf abiotischen bzw. trockenen Oberflachen zu uberleben (Kramer
et al. 2006, Neely und Maley 2000, Noskin et al. 1995, Wendt et al. 1998b). Dartber
hinaus identifizierten verschiedene Studien Enterokokken als die Erreger mit dem
héchsten Ubertragungspotential bzw. mit der groten Ubertragungsdichte in noso-
komialen Bereichen (Barwolff et al. 2005, Grundmann et al. 2005). Desweiteren
besteht die Gefahr, dass durch eine Ubertragung der Determinanten fiir die
Glycopeptid-Resistenz Vancomycin-resistente MRSA-Stamme generiert werden, wie
dies bereits in einigen Fallen geschehen ist (Chang et al. 2003, Miller et al. 2002,
Vonberg et al. 2007).

2005 traten erstmals Vancomycin-resistente E. faecalis- und E. faecium-Stamme an
dem in dieser Arbeit beschriebenen Krankenhaus der Maximalversorgung in Sud-
westdeutschland auf und blieben hier auch in den darauffolgenden Jahren pravalent.
Neben VRE-Infektionen einzelner Patienten wurden auch kleinere Ausbriche doku-
mentiert. 2007 wurden aufgrund der anhaltenden Problematik ein VRE-Screening fur

Risikopatienten und Isolierungsmalnahmen eingeflhrt.

Im Rahmen dieser Arbeit sollte eine reprasentative Auswahl Vancomycin-resistenter
Enterokokken-Stamme eines Krankenhauses der Maximalversorgung in Stidwest-
deutschland hinsichtlich verschiedener Charakteristika, die mutmalflich relevant far
Virulenz und erhdhte Ausbreitungstendenz in E. faecium sind, typisiert werden. Ziel
war, die hiesige VRE-Population anhand relevanter Merkmale zu beschreiben und
eventuelle Veranderungen untersuchter Eigenschaften zwischen 2005 und 2010
aufzuzeigen. Zudem war vorgesehen, Aussagen Uber die verwandtschaftlichen Be-
ziehungen (verschiedene Infektionsquellen — polyklonales Geschehen/gemeinsame
Infektionsquelle) der untersuchten Isolate zu treffen und mogliche Ubertragungswege
(intra-/interhospitale Ausbreitung) zu identifizieren.

Ausgehend von den erhaltenen Ergebnissen sollten — insofern moglich — sich er-
gebende Schlusse fir den zuklinftigen Umgang mit VRE an dieser Klinik dargestellt
werden.

Desweiteren sollte ermittelt werden, ob sich eine Abgrenzung dieser aus Patienten
stammenden Isolate von animalen VRE-Stammen bestatigen lasst. Animale VRE-

Stamme waren vor allem wahrend der 90er Jahre in deutschen Nutztierbestanden
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pravalent (Klare et al. 1995b) und standen unter Verdacht, mit dem Auftreten

nosokomialer Infektionen in Verbindung zu stehen (BgVV 1996a).

1.2 Themenbezogene Literaturtibersicht

1.2.1 Taxonomie und Eigenschaften der Enterokokken

Enterokokken gehoren laut Bergey’'s Manual of Systematic Bacteriology zur Klasse
der Bacilli, Ordnung der Lactobacillales und Familie der Enterococcaceae (Ludwig et
al. 2009).

Sie wurden erstmals im Jahre 1899 von Thiercelin beschrieben (Thiercelin 1899) und
zahlten vorerst zum Genus Streptococcus. Enterokokken exprimieren ein antigen
wirksames Zellwandpolysaccharid auf ihrer Oberflache, die Lipoteichonsaure,
anhand dessen sie nach dem Lancefield-Schema den D-Streptokokken zugeordnet
wurden (Murray 1990a). Untersuchungen von Schleifer und Kilpper-Balz fihrten
letztendlich dazu, dass 1984 das Genus Enterococcus eingefthrt und die Entero-
kokken endgultig von den Streptokokken abgegrenzt wurden (Schleifer und Kilpper-
Balz 1984).

Heute kennt man 37 verschiedene Enterokokken-Spezies, von groRerer klinischer
Relevanz sind allerdings nur E. faecalis und E. faecium (RKI 2010, Werner et al.
2008a).

Enterokokken sind gram-positive Kugelbakterien und erscheinen im mikroskopischen
Bild einzeln, paarweise oder in kurzen Ketten (Schleifer und Kilpper-Balz 1984). Auf
Schafblutagar sind die fakultativ anaeroben Erreger E. faecalis und E. faecium als
runde, glatte, leicht erhabene, graulich erscheinende Kolonien mit einem Durchmes-
ser von 1-1,5 mm zu erkennen. Wahrend die Kolonien von E. faecalis selten von
einem Hamolysehof umgeben sind (y-Hamolyse, bzw. selten B-Hamolyse), kann

E. faecium eine deutlich vergrinende a-Hamolyse zeigen (Lode et al. 2005a und
2005b, Schleifer und Kilpper-Balz 1984).

Enterokokken wachsen in einem Temperaturbereich von 10-45°C, bis zu einem pH-
Wert von 9,6, in 6,5 %iger Natriumchlorid-Losung und auch in Anwesenheit von 40 %
Galle. Desweiteren Uberleben sie eine thermische Behandlung bei 60°C 30 Minuten
lang (Sherman-Kriterien; Sherman 1937) und kdnnen somit bei extremen Verhaltnis-

sen Uberleben.
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1.2.2 Naturliches Vorkommen und Bedeutung der Enterokokken im

Lebensmittelbereich

Enterokokken sind Bestandteil der normalen Darmflora verschiedener Saugetiere,
einschlieBlich der des Menschen, von Vogeln, Reptilien, Fischen und Insekten
(Aarestrup et al. 2002). Desweiteren sind sie ubiquitar in der Umwelt zu finden
(Podbielski und Lutticken 2001). Beim gesunden Menschen findet man Enterokokken
(v. a. E. faecalis und E. faecium) nicht nur im Intestinaltrakt, sondern auch in der
Urethra, Vagina und Mundhéhle (Murray 1990a, Podbielski und Litticken 2001). Bei
Geflugel, Rind und Schwein zahlen E. faecalis, E.faecium und E. hirae zu den
dominierenden Enterokokkenspezies (Devriese et al. 1987). Die Pravalenz von

E. faecalis ist altersabhangig und sinkt mit zunehmendem Alter (Devriese et al. 1991
und 1992). E. avium und E. gallinarum konnten bei Gefligel nur vereinzelt nachge-

wiesen werden (Devriese et al. 1987 und 1991).

Im Lebensmittelbereich kommt den Enterokokken eine unterschiedliche Bedeutung
zu: Wahrend Enterokokken im Trinkwasser als Indikatorkeime fur eine fakale Kon-
tamination gelten und hier nicht nachgewiesen werden durfen (Kleer 2004, TrinkwV,
§5 Absatz 2), zahlen sie zur regularen Flora einer Vielzahl naturlich fermentierter,
sowie pflanzlicher Lebensmittel und verschiedener Kase- und Wurstwaren
(Fehlhaber 2004). Enterokokken werden als Probiotika verwendet (Bertolami et al.
1999, BfR 2002) und kommen zudem auch in der Wurst- und Kasereitechnologie als
Starter- und Schutzkultur bei der Fermentation von Lebensmitteln zum Einsatz (BfR
2002, Fehlhaber 2004). Enterokokken spielen hier nicht nur wegen ihrer Fermen-
tationsleistungen (Centeno et al. 1996, Sarantinopoulos et al. 2001), sondern auch
wegen ihrer Bacteriocinbildung eine Rolle. Letztere inhibiert das Wachstum von
Clostridien, Listerien und anderen gram-positiven Pathogenen (Callewaert et al.
2000, Cintas et al. 1997). Im Schlachtprozess kann es zu einer fakalen Kontamina-
tion des Fleisches mit Enterokokken des tierischen Gastrointestinaltraktes kommen
(Klare et al. 1995a, Turtura und Lorenzelli 1994). Hierbei steht bei Rind-, Schweine-
und Geflugelfleisch E. faecalis im Vordergrund (Stiles et al. 1978, Turtura und
Lorenzelli 1994).
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1.2.3 Potentielle Pathogenitat der Enterokokken

Enterokokken verfugen als Opportunisten nur Uber eine geringe Pathogenitat
(Kayser 2001, Murray 1990a, Wendt et al. 1998a). Dennoch gehdren sie heute zu
den wichtigsten Erregern nosokomialer Infektionen weltweit (Cetinkaya et al. 2000,
RKI 2010) und kénnen schwere Infektionen bei Menschen mit Grundleiden sowie
Immunsuppression hervorrufen (Moellering 1998, Vonberg et al. 2007, Werner et al.
2008a).

Bei einer Enterokokkeninfektion handelt es sich meist um eine endogene Infektion
mit Ausgang in der Besiedlung des Intestinaltrakts (Zirakzadeh und Patel 2006).
Harnwegsinfekte, perianale und perineale Wundinfektionen, Peritonitiden und
Katheter-assoziierte Infektionen sind daher typisch. Sind die Erreger Uber diese
Eintrittspforten in den Korper gelangt, kann es zu sekundaren Infektionen und Bak-
teriamien kommen. Nicht selten entstehen im Rahmen von Bakteriamien Endokardi-
tiden (Murray 1990a, Werner et al. 2008a), Enterokokken werden hier mit 10-20 %
am dritthaufigsten nachgewiesen (Mandell et al. 1970). Ein rezidivierendes Auftreten
von VRE-Bakteriamien in kolonisierten Patienten ist durchaus madglich (Linden et al.
1996, Montecalvo et al. 1994, Roghmann et al. 1997).

Von dominierender klinischer Bedeutung sind die Spezies E. faecalis und E. faecium.
80-90 % der klinischen Enterokokken- (Infektions-) Isolate kdnnen der Spezies

E. faecalis, 5-15 % (Gray et al. 1991, Murray 1990a, Ruoff et al. 1990) — heute
regional sogar bis zu 35 % — der Spezies E. faecium zugeordnet werden (Low et al.
2001, Top et al. 2007, Treitman et al. 2005). Der Anstieg von E. faecium wird mit
dem vermehrten Auftreten Hospital-assoziierter Stamme dieser Spezies in medizi-
nischen Einrichtungen in Verbindung gebracht. Das Virulenzpotential von E. faecium
ist geringer als das von E. faecalis (Werner et al. 2008a). E. faecium besitzt aller-
dings verglichen mit E. faecalis ein gro3eres Reservoir an erworbenen Resistenzen.
Dies begunstigt eine Ausbreitung unter Antibiotika-Selektionsdruck (Klare et al. 2003,
Werner et al. 2008a).

Da Infektionen vor allem bei Patienten mit schweren Grunderkrankungen zu finden
sind, ist es schwierig, ihre direkte Letalitat zu ermitteln, da diese nicht ohne Probleme
von der Letalitat des Grundleidens abzugrenzen ist (siehe auch Wendt et al. 1998a).
Jedoch liegt die Letalitat bei Patienten mit VRE-Sepsis hoher als bei Patienten mit
VSE-Sepsis: Laut einer amerikanischen Studie zeigten Patienten mit einer VRE-
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Sepsis eine Gesamtletalitat von 36,6 %, Patienten mit einer VSE-Sepsis eine
Gesamtletalitatsrate von 16,4 % (CDC 1993).

Auch bei Tieren kdnnen Enterokokken zu klinischen Veranderungen fihren.

E. faecalis scheint eine Rolle bei der amyloiden Arthropathie der Hihner zu spielen
(Petersen et al. 2008). Daruber hinaus werden Enterokokken im Zusammenhang mit
Pneumonie, Mastitiden, Infektionen des Urogenitaltrakts, sowie als Erreger von
Endokarditiden und Septikamien beschrieben (Valentin-Weigand 2011d).

1.2.4 Therapie von Enterokokken-Infektionen

Bei Enterokokken-Infektionen stellt der Einsatz einer Kombination aus einem
Aminopenicillin und einem Aminoglycosid (eventuell auch einer Monotherapie mit
Ampicillin) oder die Verwendung eines Glycopeptids die Therapie der Wahl dar
(Murray 1990a, Schafer et al. 2004/2005). Allerdings konnen aufgrund der haufig
vorliegenden Multiresistenz (besonders in E. faecium; Klare et al. 2005, Werner et al.
2008a) keine einheitlich wirksamen Empfehlungen gegeben werden. Die Wahl des
Antibiotikums sollte unter Berlcksichtigung aller vorliegenden Informationen indivi-
duell fur den jeweiligen Einzelfall getroffen werden (Wendt et al. 1998a). Oft stellen
teils recht ungewdhnliche Mehrfachkombinationen verschiedener Antibiotikaklassen
im Einzelfall (Linden 2002, Norris et al. 1995) oder moderne Reserve-Antibiotika wie
Quinupristin/Dalfopristin, Daptomycin, Linezolid und Tigecyclin die einzigen Thera-
pieoptionen dar. Resistente Stamme sowie eine nosokomiale Ausbreitung derselben
wurden bereits beschrieben (Werner et al. 2008a).

Eine Therapie von Infektionen mit VanB-Typ VRE mittels Teicoplanin (in Kombi-
nation) ist moglich (Nicolau et al. 1996), inwiefern aber Infektionen mit vanB-VRE,
die in vitro sehr niedrige MHKSs fur Vancomycin zeigen, in vivo mit hohen Vanco-
mycin-Konzentrationen therapiert werden kdnnen, ist nicht bekannt (Werner et al.
2008a).

Zuletzt sei betont, dass alleine eine VRE-Infektion therapiert wird, eine intestinale
Besiedlung hingegen nicht, da eine Sanierung kaum moglich ist (Kauffman 2003,
Vonberg et al. 2007).

1.2.5 Glycopeptid-Antibiotika
Vancomycin (aus Streptomyces orientalis) und Teicoplanin (aus Actinoplanes
teichomyceticus) sind Vertreter der Gruppe der Glycopeptidantibiotika (Klare et al.

6
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2004/2005). Glycopeptide hemmen die bakterielle Zellwandsynthese, indem sie Uber
Wasserstoffbriickenbindungen an die terminalen D-Alanyl-D-Alanin-Reste der
Pentapeptide binden und diese vollstandig umlagern. Die an der Zellwandsynthese
beteiligten Enzyme kdnnen somit ihre Zielsequenzen nicht erreichen und die — nor-
malerweise im Rahmen der Mureinsynthese ablaufende — Transglycosilierung der
Pentapeptide wird inhibiert (Klare et al. 2004/2005, Werner et al. 2008a). Durch die
gestorte Peptidoglycansynthese kommt es zu einem fehlerhaften Mureingerist.
Aufgrund ihrer groRraumigen Molekulstruktur kdnnen Glycopeptide die aul3ere
Membran gram-negativer Bakterien nicht durchdringen, was ihr Wirkspektrum auf
gram-positive Erreger beschrankt. Glycopeptide wirken schwach bakterizid. Sie
werden in der Humanmedizin zur Behandlung schwerer Infektionen mit gram-
positiven multiresistenten Erregern eingesetzt. Sie zeigen eine sehr gute Wirkung
gegen Staphylokokken inklusive MRSA, Enterokokken (exklusive Glycopeptid-
resistente Enterokokken), Streptokokken, gram-positive anaerobe Kokken, Listerien,
Clostridien und Corynebakterien (Klare et al. 2004/2005). Aufgrund der derzeitigen
Resistenzsituation bei Enterokokken und auch Staphylokokken sollte die Indikations-

stellung bezuglich der Glycopeptidgabe kritisch erfolgen (Grofd 2006).

1.2.6 Naturliche und erworbene Resistenzen der Enterokokken
Enterokokken besitzen eine Vielzahl naturlicher Resistenzen gegen Antibiotika.
Zudem konnen sie weitere Resistenzen erwerben (Tabelle 1a). Dies geschieht
entweder durch Mutation (z. B. Ampicillin) oder indem sie genetische Elemente
aquirieren, die Antibiotika-Resistenzen kodieren (z. B. erworbene Glycopeptid-
Resistenz; Courvalin 2006, Murray 1990a, Rybkine et al. 1998). Die Antibiotika-
Unempfindlichkeit ist ein Faktor, der fur die wachsende Bedeutung von Entero-

kokken als Erreger nosokomialer Infektionen verantwortlich ist (Werner et al. 2008a).
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Tabelle 1a: Naturliche und erworbene Resistenzen bei Enterokokken

(Werner et al. 2008a)

Naturliche (intrinsische) Resistenzen

Erworbene Resistenzen

Cephalosporine

Tetracycline

Monobactame

Makrolide

Isoxazolylpenicilline

Aminoglycoside (high level)

Aminoglycoside (low level)

Chloramphenicol

Lincosamide (E. faecalis)

Trimethoprim/Sulfamethoxazol

Streptogramine (E. faecalis)

Fluorchinolone

Mupirocin (E. faecalis)

Glycopeptide (vor allem E. faecium)

Vancomycin (low level; E. casseliflavus,

E. gallinarum)

Ampicillin (vor allem E. faecium)

Streptogramine (E. faecium)

Oxazolidinone (Linezolid)

Glycylcycline (Tigecyclin)

Lipopeptide (Daptomycin)

1.2.7 Glycopeptid-Resistenz der Enterokokken

Bei der Glycopeptid-Resistenz der Enterokokken unterscheidet man zwischen der

naturlichen und der erworbenen Resistenz. In beiden Fallen wird der Angriffspunkt

der Glycopeptide modifiziert (Courvalin 2006).

Eine intrinsische Glycopeptid-Resistenz liegt bei E. casseliflavus/flavescens und

E. gallinarum vor. Sie ist vanC-kodiert und zeigt sich phanotypisch in einer low level-
Vancomycin-Resistenz (MHK 2-32 pg/ml; Courvalin 2006, Werner et al. 2008a). Me-

dizinisch sind diese Spezies weniger relevant (Werner et al. 2008a).

Die erworbene Glycopeptid-Resistenz der Enterokokken kann man geno- und phano-

typisch in verschiedene Formen unterteilen. Derzeit ist das vanA-, vanB-, vanD-,

vanG- und vanE- (Courvalin 2006), sowie das vanL- (Boyd et al. 2008), vanM- (Xu et

al. 2010) und vanN-Gencluster bekannt (Lebreton et al. 2011). Allerdings sind nur

vanA und vanB medizinisch bedeutsam (Werner et al. 2008a). Die van-Gene ko-

dieren verschiedene Ligasen, die eine erweiterte Substratspezifitat aufweisen und

daher auch andere Substrate als Alanin binden kdnnen. Somit entstehen modifizierte

Peptidketten, die im Falle von vanA, vanB, vanD (Courvalin 2006, Werner et al.

2008a) sowie vanM (Xu et al. 2010) terminal D-Alanin-D-Lactat und im Falle von

vanE, vanG (und der intrinsischen vanC-kodierten Resistenz; Courvalin 2006,
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Werner et al. 2008a) sowie vanL (Boyd et al. 2008) und vanN (Lebreton et al. 2011)
D-Alanin-D-Serin statt D-Alanin-D-Alanin tragen. Die Bindungsaffinitat und das
Bindungsvermogen der Glycopeptide gegenuber diesen modifizierten Peptidketten
sind im Vergleich zu den nicht-modifizierten Peptidketten (D-Alanin-D-Alanin) nur
gering. Ein weiterer erganzender Mechanismus, auf dem die Glycopeptid-Resistenz
beruht, ist die Elimination der nicht-modifizierten Peptidketten, zu denen Glycopepti-
de eine hohe Affinat zeigen (Courvalin 2006).

Sowohl die vanA- als auch die vanB-vermittelte Resistenz ist induzierbar. Die vanA-
Kodierte durch Vancomycin und Teicoplanin, die vanB-Kodierte allein durch Vanco-
mycin (Courvalin 2006, Werner et al. 2008a). Die Induktion bzw. Regulation der
vanA-vermittelten Resistenz erfolgt, indem ein membranstandiger Sensor VanS
(durch vanS kodiert) die Glycopeptid-Wirkung auf die Zellwand-Biosynthese misst.
Bei Glycopeptidanwesenheit kommt es durch eine Autophosphorylierung zur
Aktivierung einer Histidinkinasefunktion. Der Phosphatrest wird auf einen sich im
Zytoplasma befindenden, vanR kodierten Regulator VanR Ubertragen, der dadurch
ebenfalls aktiviert wird (Arthur und Quintiliani 2001). Er bindet an zwei Promotoren in
Tn1546 und bewirkt dort die Expression von vanRS und vanHAXYZ: Er wirkt als
Transskriptionsfaktor. Besteht kein Selektionsdruck durch Glycopeptide wird VanR
durch VanS dephosphoryliert und damit inaktiviert (Arthur et al. 1997). Soweit be-
kannt ahneln Aufbau und Funktion der anderen van-Cluster dem vanA-Gencluster,
Unterschiede bestehen (Courvalin 2006, Werner et al. 2008a).

Phanotypisch zeigt sich der VanA-Resistenztyp als high level-Resistenz gegen
Vancomycin (MHK 16-1000 pg/ml) und Teicoplanin (MHK 4-512 ug/ml), der VanB-
Typ als Resistenz allein gegen Vancomycin (MHK 2-32 ug/ml; Courvalin 2006,
Werner et al. 2007), wobei die in vitro gemessenen MHKs fur Vancomycin bei der
vanA-kodierten Resistenz meist einige Stufen Uber denen des VanB-Resistenztyps
liegen (Werner et al. 2007).

Wahrend das vanA-Gencluster meist Plasmid-kodiert ist und durch Konjugation
ubertragen werden kann (Werner et al. 1997 und 1999), ist das vanB-Gencluster
meist chromosomal kodiert und nur teilweise ubertragbar (Carias et al. 1998,
Quintiliani und Courvalin 1996, Rice et al. 1998). Die vanA- und vanB-Gencluster
liegen auf Transposons, vanA auf Tn1546, vanB auf Tn1547, Tn1549 oder Tn5382
(Arthur et al. 1993, Dahl et al. 2000 und 2003, Quintiliani und Courvalin 1996, Rice et
al. 1998).




Einleitung und themenbezogene Literaturtibersicht

1.2.8 Epidemiologie Vancomycin-resistenter Enterokokken (VRE)

Die ersten vanA-tragenden VRE in Europa wurden 1987 beschrieben (Leclercq et al.
1988, Uttley et al. 1988). Die Inzidenz von VRE in europaischen Krankenhausern
blieb wahrend der 90er Jahre zunachst auf einem niedrigen Niveau (Schouten et al.
2000). In den USA hingegen kam es zu einem stetigen Anstieg von VRE. Laut Daten
der National Nosocomial Infections Surveillance betrug der Anteil Vancomycin-
resistenter Enterokokken assoziiert mit nosokomialen Infektionen auf Intensiv-
stationen 1999 knapp 26 % — ein Anstieg um 47 % verglichen mit der durchschnitt-
lichen Resistenzrate von 1994-1998 (NNIS 1999). In den letzten Jahren nahm der
Anteil Vancomycin-resistenter Enterokokken jedoch auch in verschiedenen Landern
Europas zu (ECDC 2008 und 2009). Wahrend Lander wie Frankreich, Danemark
oder die Niederlande 2008 weniger als 1 % Vancomycin-Resistenz bei invasiven
E.faecium aufwiesen, erreichten andere europaische Lander diesbezlglich weitaus
héhere Raten: Vereinigtes Konigreich 28 %, Irland 35 %, Griechenland 28 %.
Zugleich lieRen sich auch unterschiedliche Trends beobachten: Wahrend es in
Slowenien 2005-2008 hinsichtlich der Vancomycin-Resistenz in E.faecium zu einem
signifikanten Anstieg kam (0 %—13 %), kam es im gleichen Zeitraum in Frankreich
(2 %—0,6 %), Griechenland (37 %—28 %), Italien (19 %—6 %) und Israel

(46 % —20 %) zu einer signifikanten Abnahme derselben (ECDC 2008).
Deutschland belegte laut EARSS/EARS-Net-Daten 2008 und 2009 bezuglich des
Auftretens invasiver Vancomycin-resistenter E. faecium-Stamme einen der mittleren
Range (ECDC 2008 und 2009).
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Tabelle 1b : Daten des EARSS/EARS-Net sowie verschiedener PEG-Studien zum

Auftreten Vancomycin-resistenter  E. faecium-Stdmme in Deutschland*

Jahr Anteil Vancomycin-resistenter E.faecium in %
EARSS/EARS-Net-Daten’ Daten der PEG-Studien 2001/04/07°

2001 1 3
2002 4

2003 3

2004 11 14
2005 10

2006 8

2007 15 11
2008 6

2009 6

*PEG-Studien enthalten auch Daten aus Osterreich und der Schweiz.
'Datengrundlage: invasive E. faecium-Isolate (ECDC 2008 und 2009).
“Datengrundlage: E. faecium-Infektionsisolate (PEG: PEG-Studie 2001/2004/2007).

Vor 2003 lag die Inzidenz Vancomycin-resistenter E. faecium-Isolate in deutschen
Krankenhdusern bei = 5 %. 2003/2004 kam es — deutschlandweit betrachtet — zu
einem Anstieg der Inzidenz auf > 10 % (Tabelle 1b), in verschiedenen Kranken-
hausern in Sudwestdeutschland zu einem Anstieg auf bis zu 14 % (Fahr et al.
2004).

Die Zunahme von VRE in Deutschland und anderen europaischen Landern ist
bedingt durch ein vermehrtes Auftreten Vancomycin-resistenter E. faecium-Stamme.
Vancomycin- und/oder Ampicillin-resistente E. faecalis-Stamme findet man nur selten
(Werner et al. 2008a). Der Anteil Vancomycin-resistenter E. faecalis-Isolate lag fur
Deutschland und die meisten anderen europaischen Lander 2001-2009 bei <1 %
(ECDC 2008 und 2009, PEG: PEG-Studie 2001/2004/2007). Der Ausbreitung
Vancomycin-resistenter E. faecium-Stamme in deutschen Kliniken liegt zum einen
die klonale Ausbreitung Vancomycin-resistenter E. faecium, zum anderen der hori-
zontale Transfer von Glycopeptid-Resistenz-Determinanten zwischen unterschied-
lichen klonalen Typen zugrunde (Werner et al. 2008a). Die seit 2003 in deutschen
Krankenhausern gehauft auftretenden Vancomycin-resistenten E. faecium-Stamme

gehoren grofdtenteils dem klonalen Komplex 17 (CC17) an (Klare et al. 2005, RKI
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2008, Werner et al. 2008a). Die meist Ampicillin-resistenten und zum Tell
Fluorchinolon-hochresistenten CC17-Stamme zeichnen sich durch den Besitz von
Virulenzfaktoren wie esp (kodiert ein Enterokokken-Oberflachenprotein ,enterococcal
surface protein®) und hyl (kodiert eine vermeintliche Hyaluronidase) aus. Diese
Stamme sind Hospital-assoziiert und besitzen ein erhohtes Ausbreitungspotential

im nosokomialen Milieu. Der Besitz der Glycopeptid-Resistenz-Determinanten ist
hierfir keine Voraussetzung (Klare et al. 2005, Leavis et al. 2003 und 2006, Rice

et al. 2003, Werner et al. 2008a, Willems et al. 2001 und 2005). E. faecium-Stamme
des CC17 sind heute in Krankenhausern in ganz Deutschland zu finden (RKI

2008).

Den Daten verschiedener Surveillance-Systeme bzw. -Studien zufolge scheint sich
die Rate Vancomycin-resistenter E. faecium innerhalb Deutschlands in den letzten
Jahren zu stabilisieren (ECDC 2008 und 2009, PEG: PEG-Studie 2004/2007, RKI:
Antibiotika-Resistenz-Surveillance ARS 2008-2010). Gestiegene Einsendungszahlen
Vancomycin-resistenter E. faecium an das Referenzlabor des Robert Koch-Instituts
Wernigerode 2010 und 2011 zeigen dennoch Ausbriche und Haufungen in vielen
deutschen Kliniken (l. Klare und G. Werner, Robert Koch-Institut Wernigerode,
personliche Mitteilung, 20.12.2011).

E. faecium gilt als Reservoir der Ubertragbaren vanA- und vanB-vermittelten
Vancomycin-Resistenz (Werner et al. 2008a), deren geografische Verteilung sich
teilweise recht unterschiedlich darstellt. Wahrend in Deutschland (Klare et al. 2003
und 2005, Knoll et al. 2005, Wendt et al. 1999) und den restlichen Landern Europas
(Aarestrup et al. 2000a, Henard et al. 2011, Kuhn et al. 2005), den USA (Harwood et
al. 2001, Poole et al. 2005, Zirakzadeh und Patel 2005), Lateinamerika (Corso et al.
2007, Zanella et al. 2003) und Asien (Ko et al. 2005, Seo et al. 2005) der vanA-
vermittelte Resistenztyp haufiger zu finden ist, Uberwiegt in Australien die vanB-
kodierte Resistenz (Christiansen et al. 2004, Pearman 2006). In den letzten Jahren
zeigen sich allerdings in verschiedenen Landern Europas inklusive Deutschland
verstarkt Haufungen und Ausbriche mit Vancomycin-resistenten Enterokokken des
VanB-Typs (Bourdon et al. 2011, RKI 2010, Soderblom et al. 2010; I. Klare und

G. Werner, Robert Koch-Institut Wernigerode, personliche Mitteilung, 20.12.2011).
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1.2.9 VRE in der Nutztierhaltung

In Europa findet man Vancomycin-resistente E. faecium-Stamme nicht nur bei
hospitalisierten Patienten, sondern auch bei gesunden Menschen aul3erhalb des
Krankenhauses und bei Nutztieren (Klare et al. 1995a, 1995b und 2005, Werner et
al. 2008b; siehe auch Punkt 4.8). Das vermehrte Auftreten Vancomycin-resistenter,
hauptsachlich vanA-positiver, Enterokokken in der Nutztierhaltung Iasst sich hochst-
wahrscheinlich auf den Einsatz von Avoparcin als Leistungsforderer zurlckflihren
(Aarestrup et al. 2001, Klare et al. 1995b, Witte 1997). Avoparcin gehort zur Gruppe
der Glycopeptid-Antibiotika. Es war in Deutschland als Futterzusatzstoff zugelassen
und wurde bei Gefligel, Schwein, Rind als Leistungsférderer eingesetzt (BgVV
1996a). Seit Januar 1996 ist der Einsatz von Avoparcin in der Tierernahrung auf
nationaler Ebene verboten. Grundlage hierfur ist eine Dringlichkeitsverordnung des
Bundesministeriums fur Ernahrung, Landwirtschaft und Forsten. Seit April 1997 gilt
dieses Verbot EU-weit. Die Begriindung dieses Verbots liegt in dem Verdacht, dass
der Einsatz von Avoparcin in der Nutztierhaltung die Therapiemdoglichkeiten in der
Humanmedizin durch eine Ausbreitung der Resistenz gegen Glycopeptide ein-
schrankt (BgVV 1996b), da eine Kreuzresistenz zwischen Avoparcin und den in der
Humanmedizin verwendeten Glycopeptid-Antibiotika Teicoplanin und Vancomycin
besteht (VanA-Resistenztyp; Klare et al. 1995b). Eine Ubertragung zwischen Tier
und Mensch scheint Uber die Nahrungskette zu erfolgen. Hierflr sprechen Studien
von Klein und Klare et al. Letztere konnten vanA-positive E. faecium-Stamme auf
rohem Geflugelfleisch und Schweinehackfleisch nachweisen (Klare et al. 1995a).
Klein et al. detektierten ebenfalls Vancomycin-resistente Enterokokken bei der
Untersuchung von Rind- und Schweinehackfleisch (Klein et al. 1998). Desweiteren
fanden Klare et al. vanA-positive E. faecium-Stamme in Stuhlproben von gesunden
Menschen ohne Krankenhauskontakt (12 % von 100 untersuchten Personen; Klare
et al. 1995a). Zusatzlich konnte man in vanA-positiven Enterokokken unterschied-
lichen 6kologischen Ursprungs (beispielsweise Isolate aus animalen Kotproben und
Proben von gesunden Menschen ohne Krankenhauskontakt) identische vanA-
Gencluster nachweisen (Werner et al. 1997; siehe auch Diskussion). Lester et al.
bestatigten durch ihre Untersuchungen, dass eine Ubertragung des vanA-Gens von
animalen Vancomycin-resistenten E. faecium-Stammen auf humane Vancomycin-
sensible E. faecium-Stamme im menschlichen Intestinaltrakt stattfinden kann (Lester
et al. 2006).
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1.2.10 Risikofaktoren fur Kolonisation und Infektion durch VRE beim

Menschen

Es existieren eine Reihe von Risikofaktoren fur eine Kolonisierung und Infektion mit
VRE. Einen signifikanten Faktor stellt eine vorangegangene Antibiotika-Therapie dar,
v. a. wenn Antibiotika zum Einsatz kamen, die Vancomycin-resistenten Enterokokken
einen Selektionsvorteil bieten (Simon et al. 2004, Wendt et al. 1998a). In einem
Modell versuchte man den Einfluss von VRE-Pravalenz und Antibiotika-Therapie auf
die VRE-Kolonisierung eines Patienten darzustellen. Man kam zu dem Ergebnis,
dass bei niedriger VRE-Pravalenz in der Umgebung des Patienten, die Zeitspanne
bis zur Aquirierung von VRE verkurzt wird, je mehr Antibiotika man ihm verabreicht.
Bei hoher VRE-Pravalenz hatte dies jedoch nur einen geringen Einfluss (Bonten et
al. 1996). Die VRE-Pravalenz in der raumlichen und pflegerischen Nahe des
Patienten, sowie die Dauer seines Krankenhausaufenthaltes spielen ebenfalls eine
Rolle (Simon et al. 2004, Wendt et al. 1998a). Wahrend fur eine VRE-Kolonisation
patienteneigene Faktoren kaum von Bedeutung sind, stellen sie wichtige Risiko-
faktoren fir VRE-Infektionen dar. Hier sind neben einer VRE-Kolonisierung (Wendt et
al. 1998a), ein schlechter Allgemeinzustand (schweres Grundleiden) und Immun-
suppression des Patienten zu nennen (Simon et al. 2004, Wendt et al. 1998a). Somit
konzentriert sich das Auftreten dieser Infektionen auf bestimmte klinische Bereiche,
wie Intensivstationen, Fachgebiete fur Hamatologie/Onkologie und Organtransplanta-
tion (Werner et al. 2008a).

1.2.11 Ubertragungswege von Enterokokken im Krankenhaus

Die Ubertragungswege von VRE im klinischen Bereich sind vielfaltig. Ausgehend von
dem kolonisierten bzw. infizierten Patienten kommt es zu einer Kontamination der
Patientenumgebung (Falk et al. 2000, Lemmen et al. 2004). Kontaminierte rektale
Thermometer und Schwestern-Klingelkndpfe konnten beispielsweise als Quelle von
VRE-Ausbrichen identifiziert werden (Lior et al. 1996, Livornese et al. 1992). Bei
Patienten mit Diarrhoe lasst sich eine vielfach groRere Kontamination ihrer Um-
gebung beobachten (Boyce et al. 1994). Problematisch hierbei ist vor allem, dass
Enterokokken auf unbelebten Oberflachen ohne Desinfektion Monate Uberleben
kénnen und somit eine stetige Weiterverbreitung der Erreger, verbunden mit
Kolonisation und Infektion weiterer Personen — Personal, Mitpatienten, Besucher —
stattfinden kann (Kramer et al. 2006). Doch nicht nur die unbelebte Umwelt spielt
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eine Rolle bei der Ubertragung von VRE. Die Hande behandelnder Arzte, des
Pflegepersonals und sonstiger Personen konnen durch den direkten Kontakt zum
VRE-Patienten oder indirekt durch BerGhrung der verunreinigten Patientenumgebung
kontaminiert werden und somit zur Verbreitung der Erreger beitragen (von Baum et
al. 2006, Lemmen et al. 2004, Vonberg et al. 2007). Verschiedene Studien identifi-
zierten Enterokokken als die Erreger mit dem héchsten Ubertragungspotential bzw.
mit der gréRten Ubertragungsdichte in nosokomialen Bereichen (Barwolff et al. 2005,
Grundmann et al. 2005).

1.2.12 Pravention nosokomialer VRE-Féalle und VRE-Management im

Krankenhaus

Um die nosokomiale Ausbreitung von VRE einzudammen, ist ein Zusammenspiel
verschiedener Malnahmen von Noéten, deren Erfolg im Einzelnen oft nicht zu be-
stimmen ist (Simon et al. 2004, Werner et al. 2008a). Diese umfassen Praventions-
malinahmen, die das Auftreten Vancomycin-resistenter Enterokokken-Stamme
reduzieren sollen, sowie Hygienemalinahmen, die helfen sollen, die Ausbreitung
bereits aufgetretener VRE zu minimieren. Hierzu gibt es eine Vielzahl von Empfeh-
lungen und einige Punkte werden kontrovers diskutiert. Der Umfang dieser Mal}-
nahmen sollte individuell der jeweiligen lokalen epidemiologischen Situation ange-
passt werden (von Baum et al. 2006). Folgende Punkte mussen hierbei bedacht
werden:

¢ Innerhalb eines Krankenhauses gibt es Bereiche und Patienten, die mit einem
erhdhten Risiko flir VRE-Besiedlung und -Infektion behaftetet sind (von Baum et
al. 2006, HICPAC 1995, Mascini und Bonten 2005, Vonberg et al. 2007, Werner
et al. 2008a).

e Eine spontane Dekolonisierung des Intestinaltrakts ist nicht zu erwarten (Baden et
al. 2001, Montecalvo et al. 1995, Roghmann et al. 1997, Vonberg et al. 2007) und
eine selektive Dekontamination von Patienten mit intestinaler Besiedlung durch
orale Antibiotikagabe blieb langfristig erfolglos (Kauffman 2003, Werner et al.
2008a).

¢ VRE-Ausbriche sind nicht selbstlimitierend, ohne entsprechende Reaktion erfolgt
keine Eindammung der Ausbreitung (Bonten et al. 1998 und 2001, Christiansen
et al. 2004, HICPAC 1995, Mascini und Bonten 2005, Pearman 2006, Schmidt-
Hieber et al. 2007, Werner et al. 2008a).
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Einige der Empfehlungen zu Pravention und VRE-Management werden im

Folgenden aufgefuhrt:

e Vancomycin-Verbrauch

Ein gezielter, restriktiver Einsatz von Vancomycin kann helfen, die Ausbreitung der
Vancomycin-Resistenz im Krankenhaus einzudammen (HICPAC 1995). Quale et al.
reduzierten den Vancomycin- und Clindamycineinsatz und verwendeten Ampi-
cillin/Sulbactam und Tazobactam/Piperacillin anstelle von Cephalosporinen der
dritten Generation, wodurch die Pravalenz der VRE-Besiedlung von 47 auf 15 %
sank (Quale et al. 1996). Die Anwendung von Vancomycin sollte daher kritisch
Uberdacht und auf bestimmte Indikationen beschrankt werden (HICPAC 1995). Dass
dies in der Praxis haufig nicht der Fall ist, verdeutlichen folgende Studien: Laut
Evans und Kortas war der Einsatz von Vancomycin bei 2/3 der Patienten ihrer Studie
nicht indiziert (Evans und Kortas 1996). Logsdon et al. kamen zu ahnlichen Er-
gebnissen. Hier bestand in 54 % der untersuchten Falle keine Indikation fur eine

Vancomycin-Anwendung (Logsdon et al. 1997).

¢ Identifikation von VRE-Tragern, Isolierungsmafinahmen und ambulante
Betreuung
Eine grundlegende Voraussetzung fur alle anderen Barriere-MalRnahmen ist die
Identifizierung von VRE-Tragern. Dies kann vor allem bei besiedelten asymptoma-
tischen Patienten problematisch sein (DeLisle und Perl 2003, Wendt et al. 1998a).
Die Durchfuhrung eines VRE-Screenings kann hier helfen. Wie umfangreich ein
solches Screening ausgelegt sein muss, ist umstritten. Das Vorgehen sollte jedoch
epidemiologische und raumliche Gegebenheiten, sowie personelle, organisatorische
und finanzielle Méglichkeiten berlcksichtigen (Werner et al. 2008a). Orientieren kann
man sich beispielsweise an Empfehlungen der HICPAC (HICPAC 1995) und an den
Konsensusempfehlungen fur den Umgang mit VRE-Tragern von 2006. Letztere
stellen Basisanforderungen an ein VRE-Screening dar und umfassen neben weiteren
Kontrollen bei Indexpatienten das Screenen von Kontaktpatienten, ein Aufnahme-
Screening bei Transplantationspatienten sowie Patienten mit anamnestischem VRE-
Nachweis und ein wochentliches Screening im Rahmen von Ausbrichen (von Baum
et al. 2006).
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Die Verantwortung der standardisierten und qualitatsgesicherten Identifizierung der
VRE-Isolate liegt bei dem zustandigen mikrobiologischen Labor.

Ist ein Patient mit VRE kolonisiert, sollte in Betracht gezogen werden, diesen ambu-
lant zu behandeln (Simon et al. 2004). Ist eine stationare Behandlung nicht zu ver-
meiden, empfiehlt es sich, einen VRE-Trager in einem Einzelzimmer mit eigenen
sanitaren Anlagen zu isolieren. Eine Kohortenisolierung kann erfolgen (von Baum et
al. 2006, HICPAC 1995), allerdings ist auf eine Trennung zu MRSA-Patienten zu
achten, da es sonst zu einer Ubertragung der van-vermittelten Resistenz auf
Staphylococcus aureus kommen kann (von Baum et al. 2006, Chang et al. 2003,
Miller et al. 2002, Vonberg et al. 2007). Eine patientenbezogene Betreuung ist sinn-
voll (von Baum et al. 2006), wobei der Personalschliussel der jeweiligen Arbeitsbe-
lastung angepasst werden muss, um den Hygienestandard einzuhalten (Simon et al.
2004). Intrahospitale Transporte des VRE-Tragers sollten weitestgehend vermieden
werden (von Baum et al. 2006, HICPAC 1995).

Die ambulante Betreuung von VRE-Tragern sollte zeitlich getrennt zu Patienten ohne
VRE erfolgen, bestmdglich am Ende der Sprechzeiten. Nach Behandlung muss eine
Wischdesinfektion verwendeter Hilfsmittel sowie der Untersuchungsliege erfolgen
(von Baum et al. 2006).

e Handedesinfektion, Schutzkleidung und Umgebungsdesinfektion

Laut von Baum et al. stellt die Handedesinfektion die wichtigste MalRnahme zur Kon-
trolle der Ausbreitung von VRE im Krankenhaus dar (von Baum et al. 2006). Man
konnte zeigen, dass VRE auf den Handen freiwilliger Probanden langer als 30 Minu-
ten Gberleben kénnen — 30 Minuten, in denen es zu Kontamination, Ubertragung und
Ausbreitung der Erreger durch die Hande betroffener Personen kommen kann
(Noskin et al. 1995, Wade et al. 1991). Daher sollte auf eine angemessene Hande-
hygiene grofdten Wert gelegt werden (von Baum et al. 2006, Noskin et al. 1995). Der
Gebrauch von Einmalhandschuhen ist sinnvoll — er kann die Kontaminationsrate der
Hande mit VRE um 70 % senken (Tenorio et al. 2001). Nach Ablegen der Handschu-
he sollten die Hande grundlich desinfiziert werden (von Baum et al. 2006).

Auch durch das Tragen eines patientenbezogenen Schutzkittels wahrend des Auf-
enthaltes im Patientenzimmer kann die nosokomiale Ausbreitung von VRE vermin-

dert werden (von Baum et al. 2006). Man konnte zeigen, dass die Inzidenzdichte der
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VRE-Besiedlung auf einer internistischen Intensivstation ohne Schutzkittel mehr als
doppelt so hoch war wie mit Schutzkittel (Puzniak et al. 2004).

Im Rahmen der laufenden Desinfektion sollten patientennahe Flachen und der
FuBboden mindestens einmal taglich desinfiziert werden (von Baum et al. 2006).
Utensilien zur Untersuchung bzw. Pflege sollten patientenbezogen verwendet und
nach Gebrauch grundlich desinfiziert werden (von Baum et al. 2006, Simon et al.
2004). Vor andersweitiger Nutzung des Patientenzimmers sollte eine Schluss-
desinfektion aller Kontaktflachen mit hierflr gutachterlich getesteten Desinfektions-

mitteln stattfinden (von Baum et al. 2006).

¢ Information, Dokumentation und Meldepflicht

Umgehend nach Bekanntwerden von VRE-Besiedlungen/-Infektionen sollten alle an
der Betreuung des Patienten beteiligten Personen sowie Angehorige Uber dessen
Status bzw. erforderliche Malinahmen informiert werden (AWMF 2009, von Baum et
al. 2006, Simon et al. 2004). Vor- und weiterbehandelnde Personen und Einrichtun-
gen mussen in Kenntnis gesetzt werden (AWMF 2009).

In Krankenhausern und Einrichtungen fur ambulantes Operieren muss das Auftreten
nosokomialer Infektionen, sofern sie vom Robert Koch-Institut nach §4 des Infek-
tionsschutzgesetzes festgelegt wurden, sowie das Auftreten von Erregern, die
bestimmte Resistenzen zeigen, in einer Liste fortlaufend dokumentiert und bewertet
werden (IfSG, §23 Absatz 4 und §4 Absatz 2 Nummer 2 Buchstabe b). So kdnnen
Ausbriche nosokomialer Infektionen rechtzeitig erkannt und Hygienemalnahmen
eingeleitet werden (Grof3 2006). §6 Absatz 3 des Infektionsschutzgesetzes gibt vor,
dass ein gehauftes Auftreten nosokomialer Infektionen, sofern ein epidemischer
Zusammenhang wahrscheinlich ist oder zumindest vermutet wird, dem zustandigen
Gesundheitsamt unverziglich nichtnamentlich als Ausbruch zu melden ist (IfSG, §6
Absatz 3).

1.2.13 VRE-Management am Durchflihrungsort der Studie — einem

Krankenhaus der Maximalversorgung in Stidwestdeutschland

Die Durchfihrung der in dieser Arbeit dargestellten Studie erfolgte in einem Kranken-
haus der Maximalversorgung in Sidwestdeutschland, das 25 medizinische Kliniken
und Institute mit rund 4.000 Mitarbeitern umfasst. Neben 1169 stationaren (Plan-)
Betten stehen 78 Behandlungsplatze in den Tageskliniken und fur Dialyse zur
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Verfugung. Die Leistungsdaten fur 2009 liegen bezuglich der Anzahl stationarer
Patienten bei knapp 50.000, der ambulanter Patienten bei 220.000. Der Casemix-
Index, der den durchschnittlichen Schweregrad der Patientenfalle beschreibt, betragt
1,54. Alle Angaben beziehen sich auf das Jahr 2009 (KGU 2009).

2007 wurden in diesem Krankenhaus ein VRE-Screening und Isolierungsmal3-
nahmen nach Hygieneplan eingeflhrt (zuvor erfolgte die Regelung des Umgangs
mit VRE Hausintern). Ziel des Screenings ist es, Patienten mit VRE frihzeitig zu
erkennen, um eine weitere Ausbreitung zu verhindern und im Falle einer Infektion
sofort eine adaquate Therapie einleiten zu kdnnen. Das Screening zahlt zu den
epidemiologisch-krankenhaushygienisch indizierten Untersuchungen, klinisch indi-
zierte Untersuchungen, z. B. bei Patienten mit Verdacht auf eine VRE-Infektion, sind
nicht Gegenstand der im Hygieneplan beschriebenen Malinahmen.

Das Probenmaterial wird mittels steriler Abstrichtupfer entnommen und anschliel3end
in das zugehorige Transportmedium gegeben. Bei jedem zu screenenden Patienten
wird ein Rektalabstrich durchgefuhrt. Alternativ kann auch Stuhl zur Untersuchung
eingeschickt werden.Bei intubierten und tracheotomierten Patienten wird zusatzlich
ein Trachealabstrich genommen, bei solchen mit offenen Wunden oder krankhaft
veranderten Hautstellen werden diese mit einem Tupfer abgestrichen, wobei fir jede
veranderte Stelle oder Wunde ein neuer Abstrichtupfer verwendet wird. Das Patien-
tenkollektiv fur routinemalige Screeningabstriche setzte sich wie in Tabelle 1c dar-
gestellt zusammen. Auf einigen Stationen erfolgten nach einem Eingangscheck
weitere Untersuchungen einmal wochentlich. Einige Kliniken gingen Uber dieses

Schema hinaus und screenten zusatzlich weitere Patientengruppen.
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Tabelle 1c: Patientenkollektiv fir routinemalfiige Screeningabstriche in dem
beschriebenen siudwestdeutschen Krankenhaus

Patientenkollektiv

Kontaktpatienten’

Auf der Intensivstation aufgenommener Patient, wenn mit einem Intensivstation-
Aufenthalt = 24 h gerechnet wird

Patienten mit Kontakt zum auslandischen Gesundheitswesen?

' Patienten, die langer als 12 Stunden mit einem Indexpatienten (Patienten mit
nachgewiesener VRE-Besiedlung/-Infektion) auf einem Zimmer waren.

2 Nur bei Kontakt zu Landern mit einer hoheren VRE-Pravalenz als in Deutschland.

Eine regelmafige Kontrolle des VRE-Status von Indexpatienten wurde angestrebt.
Um eine weitere Ausbreitung der VRE zu verhindern, wurden Isolierungsmal3-
nahmen durchgefuhrt. Die Isolierung erfolgte als Einzel- bzw. Kohortenisolierung und
wurde aufgehoben, wenn drei negative Abstriche im Mindestabstand von einer
Woche vorlagen. Isoliert wurden jedoch nicht nur Indexpatienten, sondern auch
Patienten aus auslandischen Krankenhausern vom Zeitpunkt ihrer Aufnahme bis
zum Vorliegen eines negativen VRE-Befundes.

Diese Malinahmen, wie eben beschrieben, wurden von 2007 bis Ende 2009 durch-
gefuhrt. 2010 erfolgte im VRE-Managment die Umstellung auf Standardhygiene, bei
Transplantationspatienten werden weiterhin ein VRE-Screening und Isolierungsmalf3-
nahmen durchgefuhrt (Hygieneplan des beschriebenen stidwestdeutschen Kranken-
hauses, Version 001/12.2009 sowie altere Versionen; C. Brandt, Leiter des Be-
reiches Krankenhaushygiene am beschriebenen sidwestdeutschen Krankenhaus,
personliche Mitteilung, 19.10.2011).

1.2.14 Wirtschaftliche Bedeutung von Enterokokken-Infektionen
VRE-Bakteridamien sind nicht nur mit einer erhdhten Morbiditat und Mortalitat
assoziiert, sondern sind auch mit hdheren Kosten fur das Krankenhaus verbunden
(DiazGranados et al. 2005, Salgado und Farr 2003, Song et al. 2003, Stosor et al.
1998). Eine Studie von Butler et al. zeigt, dass sowohl VRE- und VSE-Bakteriamien
als auch die Vancomycin-Resistenz unabhangig mit signifikant erhdhten Kranken-
hauskosten assoziiert sind, VRE- und VSE-Bakteriamien auch mit einem verlanger-

ten Krankenhausaufenthalt. Wahrend dieser bei einem Patienten mit VRE-Sepsis bei
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14,6 Tagen liegt, liegt er bei Patienten mit VSE-Sepsis bei 10 Tagen, bei Patienten
ohne Enterokokken-Sepsis bei 4 Tagen (mediane Werte). Bei den fur das Kranken-
haus entstehenden Kosten zeigt sich ein ahnliches Gefalle: Die totalen Kosten, die
flr einen Patienten mit VRE-Sepsis entstehen, liegen bei 42.106 US$, die fir einen
Patienten mit VSE-Sepsis bei 20.895 US$ und die fiir einen Patienten ohne Entero-
kokken-Sepsis bei 8.192 US$ (mediane Werte; Butler et al. 2010). Andere Studien
kommen zu ahnlichen Ergebnissen. Stosor et al. zeigten, dass die Durchschnitts-
kosten, die fir das Krankenhaus bei Patienten mit VRE-Sepsis anfallen, um 27.000 $
hoher liegen als die, die fur Patienten mit VSE-Sepsis anfallen (Stosor et al. 1998).
Song et al. kommen zu dem Ergebnis, dass die Differenz der medianen Kosten, die
ein Patient mit VRE-Sepsis bzw. ein Patient ohne Sepsis verursacht, bei 77.558 $
liegen (Song et al. 2003). Ausgehend von den erhaltenen Ergebnissen weisen Butler
et al. darauf hin, dass eine effektive Kontrolle der Ausbreitung von VRE auch aus

finanziellen Grinden zu empfehlen sein kdnnte (Butler et al. 2010).
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2. Material und Methoden

2.1 Material
2.1.1 Bakterienstamme

2.1.1.1 Probenmaterial und Enterokokken-Isolate

Seit 2005 wurden am Institut fur Medizinische Mikrobiologie und Krankenhaus-
hygiene der in dieser Arbeit beschriebenen klinischen Einrichtung der Maximal-
versorgung in Sudwestdeutschland Vancomycin-resistente E. faecium- und

E. faecalis-Stamme aus Patientenmaterialien isoliert und in einer Stammsammlung
aufbewabhrt.

Bei den von 2005 bis 2009 in die Arbeit einbezogenen Materialien handelt es sich
sowohl um Proben, die im Rahmen eines VRE-Screening-Programmes untersucht
wurden, als auch um solche aus klinisch relevanten Materialien. Die 2010 isolierten
Vancomycin-resistenten E. faecium-Stamme stammen aus einer eigens im Rahmen
dieser Arbeit durchgefuhrten Untersuchung. Hierbei wurde stichprobenartig eine
Reihe von Rektalabstrichen, die aus anderen Griinden eingesandt worden waren,
auf VRE gescreent. Diese Stamme wurden ebenfalls in die Stammsammlung
aufgenommen.

Aus dieser Stammsammlung wurden 180 Stamme zur Bearbeitung ausgewanhlt,
wobei aus jedem Jahr von 2005 bis einschliel3lich 2010 eine Reihe von Isolaten
gewahlt wurde. Die Stdmme aus 2009 und 2010 wurden zusammengefasst. Eine
jahrweise Auflistung der untersuchten Stamme aus diesem Zeitraum findet sich in
Tabelle 2a.

22



Material und Methoden

Tabelle 2a: In die Arbeit einbezogene Vancomycin-resistente

E. faecium-Stamme

E. faecalis- und

Jahr Anzahl der untersuchten Stamme (n=180)
Invasive Isolate Sonstige Isolate gesamt
(Blutkulturen) (z. B. Rektalabstriche;
siehe Tabelle 2b)

2005 1 54 55
2006 1 26 27
2007 1 28 29
2008 17 15 32
2009/2010 11 26 37
gesamt 31 149 180

Wahrend nur ein Teil der von 2005 bis 2010 vom Institut fur Medizinische Mikrobio-

logie und Krankenhaushygiene isolierten und archivierten Enterokokken-Stamme aus

Abstrich-Isolaten und sonstigen Isolaten untersucht wurde, wurden hingegen alle

Blutkultur-lsolate untersucht. Die auffallend niedrige Anzahl an Blutkultur-lsolaten in
den Jahren 2005, 2006 und 2007 entspricht allerdings nicht der Anzahl der in diesen

Jahren aus Blutkulturen isolierten VRE, sondern der heute noch zur Verfigung

stehender Stamme (Tabelle 2i).

Die Enterokokken-Stamme, die in die Untersuchungen einbezogen wurden, wurden

aus verschiedenen Probenmaterialien isoliert (Tabelle 2b). Das Material stammt von

Patienten verschiedener Fachgebiete (Abbildung 3Kk).

Pro Patient (n=179) wurde ein Isolat der gleichen Spezies untersucht. Von einem

Patienten stammen sowohl ein E. faecalis- als auch ein E. faecium-Isolat.
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Tabelle 2b : Numerische Auflistung des Probenmaterials, aus dem die einbe-

zogenen E. faecalis- und E. faecium-Stamme isoliert wurden

Probenmaterial

Anzahl der einbezogenen
Pl’Oben (ngesamt=1 80)

Primar sterile Flissigkeiten/Materialien

Blutkultur

w
=

Abdominalabstrich

ZVK-Spitze

Ascites

Drainagenabstrich

Abszessabstrich

Liquor

Pleurapunktat

Thoraxabstrich

Flussigkeit ohne weitere Angaben

w| =l 2| al 2l NN s

Primar nicht sterile Flissigkeiten/Materialien

Anal-/Rektalabstrich

63/26

Stuhl

15

Urin

11

Wundabstrich

Bronchialsekret

Nasenabstrich

Trachealsekret

Axillenabstrich

Fistelabstrich

Genitalabstrich

Rachenabstrich

Abstrich ohne weitere Angaben

=S Al Al Al NN

2.1.1.2 Referenzstamme

Die in Tabelle 2c aufgefiihrten Stamme wurden als Referenzstamme verwendet. Sie

dienten als Positivkontrollen im Rahmen der PCR sowie als Standards bei der PFGE

und wurden zur Qualitatskontrolle eingesetzt.
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Tabelle 2c : Einbezogene Referenzstamme und Angabe ihrer Verwendung

Bezeichnung Stamm Herkunft/Bemerkung Positivkontrolle
DSM 12956 E. faecalis | DSMZ vanB-PCR
ATCC 51299
DSM 13591 E. faecalis | DSMZ vanA-PCR
CIP 110054
VRE 2 E. faecium | Klinisches Isolat des hyl-PCR
beschriebenen
VRE 3 E. faecium | Krankenhauses der E. faecium-/hyl-
Maximalversorgung in PCR
VRE 4 E. faecium | Sudwestdeutschland. E. faecium-/esp-/
Phano- und genotypisch hyl-PCR
charakterisiert am
Robert Koch-Institut.
VRE-Freiburg 137 | E. faecium | Isolat des Instituts fur esp-PCR
Umweltmedizin und
Krankenhaushygiene
VRE-Freiburg 830 | E. faecium | des Freiburger
Universitatsklinikums.
Hier auch phano- und
genotypisch charakterisiert.
Qualitatskontrolle
DSM 2570 E. faecalis | DSMZ Daptomycin-Etest®
ATCC 29212
Standard
NCTC 8325 S.aureus | NCTC PFGE
PS 47(36)
2.1.2 Gerate
Brutschrank Heraeus Typ B 20, Thermo Electron LED GmbH,
Langenselbold, Deutschland
Densitometer Densimat, bioMérieux, Marcy I'Etoile, Frankreich
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Disk Dispenser

Geldokumentationssystem

Gelelektrophoresesystem

Gelkammer

Inkubator

Mikrowelle

Netzgerate Gelelektrophorese

PCR-Thermocycler

pH-Meter

Disk dispenser Mk 1l (90 mm, fur acht Blattchen),
Oxoid Deutschland GmbH, Wesel, Deutschland

Gel Doc™ XR mit Universal Hood Il und
Quantity One® 1D Analysis Software, BioRad
Laboratories GmbH, Minchen, Deutschland

Photoprint, Peqlab Biotechnologie GmbH,

Erlangen, Deutschland

HORIZON® 11+14, GibcoBRL, Eggenstein,

Deutschland

Gel Casting System 11-14, GibcoBRL, Eggenstein,

Deutschland
Inkubator Haube TH30 kombiniert mit Schuttler
SM30, Edmund Buhler GmbH Hechingen,

Deutschland

Microwave & Girill, Severin Elektrogerate GmbH,

Sundern, Deutschland

Severin 700, Severin Elektrogerate GmbH,

Sundern, Deutschland
Consort E 265, Turnhout, Belgien
Consort EV 443, Turnhout, Belgien

Thermocycler T3000, Biometra GmbH, Gaéttingen,

Deutschland

pH-Meter CG 840, Schott Gerate GmbH, Hofheim
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am Taunus, Deutschland

Pipetten Eppendorf-Pipette, Eppendorf AG, Hamburg,

Deutschland

Eppendorf Reference, Eppendorf AG, Hamburg,

Deutschland

Eppendorf Research, Eppendorf AG, Hamburg,

Deutschland
Pipetman, Gilson, Villiers-le-bel, Frankreich

Pipettor Pipetboy comfort, Integra biosciences GmbH,

Fernwald, Deutschland

Pulsfeld- CHEF-DR™1]I-System, BioRad Laboratories
Gelelektrophoresesystem GmbH, Munchen, Deutschland

mit Gelkammer und Kamm

Thermomixer Eppendorf Thermomixer Comfort, Eppendorf AG,
Hamburg, Deutschland

Eppendorf Thermomixer Compact, Eppendorf AG,

Hamburg, Deutschland

Vortexgerat MS2 Minishaker, IKA® Werke GmbH & Co. KG,

Staufen, Deutschland

Typ REAX 1 DR, Heidolph Instruments
GmbH & Co. KG, Schwabach, Deutschland

Vortex-Genie® 2, Scientific Industries, Inc.,
Bohemia, New York, USA
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Waage

Zentrifuge

2.1.3 Verbrauchsmaterial
API rapid ID 32 STREP

Deckglaschen

GielRblock mit Schieber

Glasgefale

Analysewaage Typ 822-36, Kern & Sohn GmbH,
Balingen, Deutschland

Analysewaage Vibra CG series, Shinko Denshi Co.,
Ltd., Tokio, Japan

Semi-Mikrowaage Sartorius research Typ R180D-
*D1, Sartorius AG, Géttingen, Deutschland

Eppendorf Centrifuge 5417 R, Eppendorf AG,

Hamburg, Deutschland

bioMérieux, Marcy I'Etoile, Frankreich

VEB Jenaer Glaswerk SCHOTT & Genossen, Jena,
Deutschland

Disposable Plug Mold, BioRad Laboratories GmbH,
Munchen, Deutschland

Becherglas 100 ml Rasotherm, VEB Jenaer
Glaswerk SCHOTT & Genossen, Jena,
Deutschland

Erlenmeyerkolben 300 ml Duran®, DURAN-Group
GmbH, Wertheim am Main, Deutschland

Glasrohrchen 80 x 17,75 x 0,55 mm, bioMérieux,

Marcy I'Etoile, Frankreich

Glasrohrchen mit Verschluss 20 ml, VEB Jenaer
Glaswerk SCHOTT & Genossen, Jena,

Deutschland
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Glasstabchen

Kits
(inkludierte Materialien

siehe Anhang)

Glasrohrchen 16 cm x 16 mm, VEB Jenaer
Glaswerk SCHOTT & Genossen, Jena,

Deutschland

Laborglasflasche 250 ml DURAN®, DURAN-Group
GmbH, Wertheim am Main, Deutschland

Messzylinder 50 ml DURAN®, DURAN-Group
GmbH, Wertheim am Main, Deutschland

Messzylinder 100 ml, Isolab Laborgerate GmbH,
Wertheim, Deutschland

Messzylinder 250 ml DURAN®, DURAN-Group
GmbH, Wertheim am Main, Deutschland

Zentrifugenglasrohrchen 25 ml Jena Therm, VEB
Jenaer Glaswerk SCHOTT & Genossen, Jena,

Deutschland

VEB Jenaer Glaswerk SCHOTT & Genossen, Jena,
Deutschland

HotStarTaq Master Mix Kit, Qiagen GmbH, Hilden,

Deutschland

Prolex™ streptococcal grouping latex kit, Pro-lab

diagnostics, Neston, Vereinigtes Konigreich

PYR 50 Test Kit, Remel products, Lenexa,
Kansas, USA

QIAamp® DNA Mini Kit, Qiagen, Hilden,
Deutschland
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Mikrotiterplatte

Objekttrager

Pipetten (Einmal-Pipetten)

Pipettenspitzen

Plastikimpfosen

Plastikrohrchen

Taq DNA Polymerase recombinant, Invitrogen
GmbH, Darmstadt, Deutschland

PS-Mikrotiterplatte mit 96 Napfen, Greiner Bio-one
GmbH, Frickenhausen, Deutschland

Objekttrager 76 x 26 mm, Carl Roth GmbH & Co.
KG, Karlsruhe, Deutschland

Stripette®, Corning B.V. Life Sciences, Amsterdam,

Niederlande
Transferpipette, Sarstedt, Nurnbrecht, Deutschland

epT.l.P.S Dualfilter 100 ul, Eppendorf AG,

Hamburg, Deutschland

epT.l.P.S Standard 100 ul, 1000 pl, 5000 pl,
Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland

Premium Tips, Biozym Scientific GmbH, Hessisch
Oldendorf, Deutschland

Safe Seal Tips® Premium, Biozym Scientific GmbH,
Hessisch Oldendorf, Deutschland

TipOne®, Starlab GmbH, Ahrensburg, Deutschland

Greiner Bio-one GmbH, Frickenhausen,

Deutschland

PS-Rohrchen 12 ml, Greiner Bio-one GmbH,

Frickenhausen, Deutschland
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Reaktionsgefalle PCR-Tubes 0,2 ml, Biozym Scientific GmbH,
Hessisch Oldendorf, Deutschland

Reagiergefaly 1,5 ml, Sarstedt, Nlrnbrecht,

Deutschland

Reaktionsgefal® 1,5 ml, Eppendorf AG, Hamburg,

Deutschland

Wattetupfer WS-Laborservice GmbH, Neu-Isenburg,

Deutschland

2.1.4 Kulturmedien

BHI-Bouillon BBL™ Brain Heart Infusion, Becton Dickinson
GmbH, Heidelberg, Deutschland

Typische Zusammensetzung in g/l:

Hirn-Herz-Infusion 6,0
Pepton A 6,0
Gelatinepepton 14,5
Dextrose 3,0
Natriumchlorid 5,0
Di-Natriumphosphat 2,5

Cryobank- Mast Diagnostica Laboratoriumspraparate GmbH,

Stammbhaltungssystem Reinfeld, Deutschland

Enterococcosel™ Agar Becton Dickinson GmbH, Heidelberg, Deutschland

with Vancomycin 8 pug/ml

Typische Zusammensetzung in g/l:

Caseinpepton 17,0
Pepton A 3,0
Hefeextrakt 50
Rindergalle 10,0
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Natriumchlorid 5,0
Asculin 1,0
Eisenammoniumcitrat 0,5
Natriumazid 0,25
Natriumcitrat 1,0
Agar 13,5
Zusatzlich Vancomycin 8 mg
Maller-Hinton-Agar heipha Dr. Muller GmbH, Eppelheim, Deutschland

Typische Zusammensetzung in g/l:

Rindfleischinfusion 6,0
Caseinhydrolysat 17,5
Starke 1,5
Agar 11,0
Muller-Hinton-Agar Oxoid Deutschland GmbH, Wesel, Deutschland
mit Schafblut
Typische Zusammensetzung in g/l:
Rindfleisch, getrocknete Infusion aus 300 g 2,0
Caseinhydrolysat 17,5
Starke 1,5
Agar 17,0
Angereichert mit 3 % Schafblut
Schafblutagar heipha Dr. Muller GmbH, Eppelheim, Deutschland

Typische Zusammensetzung in g/l:

Caseinpepton 14,0
Fleischpepton 4.5
Hefeextrakt 4,5
Agar 16,0
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Natriumchlorid 5,0

Zuséatzlich Hammelblut 50 ml

2.1.5 Chemikalien

Agarose Agarose, For Routine Use, Sigma-Aldrich Chemie
GmbH, Steinheim, Deutschland

Agarose Type I, Sigma-Aldrich Chemie GmbH,

Steinheim, Deutschland

Agarose- InCert® Agarose, FMC BioProducts,

low melting point Philadelphia, Pennsylvania, USA

API-Reagenzien NIN, FB, VP A, VP B, bioMérieux, Marcy I'Etoile,
Frankreich

Aqua Aqua ad iniectabilia, Braun Melsungen AG,

Melsungen, Deutschland

Borsaure M 61,83 g/mol, AppliChem GmbH, Darmstadt,

Deutschland

M 61,83 g/mol, Carl Roth GmbH & Co. KG,
Karlsruhe, Deutschland

Bromphenolblau M 691,94 g/mol (Natrium-Salz), Sigma-Aldrich
Chemie GmbH, Steinheim, Deutschland

M 691,94 g/mol (Natrium-Salz), Feinchemie
K.H. Kallies KG, Sebnitz, Deutschland

dNTPs Roti-Mix PCR 3, 10-11 mM, Carl Roth
GmbH & Co. KG, Karlsruhe, Deutschland
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EDTA Chelaplex Il EDTA, M 292,3 g/mol, SERVA Electrophoresis
GmbH, Heidelberg, Deutschland

EDTA Chelaplex Il EDTA-Dinatriumsalz, M 372,24 g/mol, J.T. Baker,

Deventer, Niederlande

EDTA-Dinatriumsalz, M 372,3 g/mol, SERVA
Electrophoresis GmbH, Heidelberg, Deutschland

Ethanol Ethanol absolut, mindestens 99,8 Volumen-%,
M 46,07 g/mol, Sigma Aldrich Chemie GmbH,

Steinheim, Deutschland

Rotipuran®, Ethanol 99,8 %, M 46,07 g/mol, Carl
Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe, Deutschland

Ethidiumbromid Ethidiumbromidlosung 1 % (10 mg/ml), AppliChem
GmbH, Darmstadt, Deutschland

Ethidiumbromidlésung 1 % (10 mg/ml), Carl Roth
GmbH & Co. KG, Karlsruhe, Deutschland

Kaliumchlorid = 99,5 %, M 74,56 g/mol, Carl Roth GmbH & Co.
KG, Karlsruhe, Deutschland

Magnesiumchlorid-Hexahydrat M 203,3 g/mol, Carl Roth GmbH & Co. KG,
Karlsruhe, Deutschland

Natriumchlorid M 58,44 g/mol, Sigma Aldrich Chemie GmbH,

Steinheim, Deutschland

= 99 %, M 58,44 g/mol, Carl Roth GmbH & Co. KG,

Karlsruhe, Deutschland
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Natrium-Desoxycholat

Natriumhydroxid

Natrium-Laurylsarcosin

(Sarkosyl)

Polyalkylenglycolether

Saccharose

Salzsaure

Tris

2.1.6 Enzyme
Lysostaphin

M 414,56 g/mol, VEB Berlin-Chemie, Berlin,

Deutschland

Riedel-de-Haén Natriumhydroxid-Platzchen,
= 99 %, M 40,0 g/mol, Sigma Aldrich Chemie
GmbH, Steinheim, Deutschland

Natriumhydroxid-Platzchen, = 99 %, M 40,01 g/mol,
Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe, Deutschland

M 271,40 g/mol, = 94 %, Sigma Aldrich Chemie
GmbH, Steinheim, Deutschland

Brij 58, M 1050 g/mol, SERVA Electrophoresis
GmbH, Heidelberg, Deutschland

D (+)-Saccharose, =2 99,5 %, M 342,30 g/mol, Carl
Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe, Deutschland

Salzsaure 37 % reinst, M 36, 46 g/mol, Carl Roth
GmbH & Co. KG, Karlsruhe, Deutschland

Trizma® base, = 99,9 %, M 121,14 g/mol, Sigma
Aldrich Chemie GmbH, Steinheim, Deutschland

Tris Pufferan®, = 99,3 %, M 121,14 g/mol, Carl Roth
GmbH & Co. KG, Karlsruhe, Deutschland

aus Staphylococcus staphylolyticus, 397 Units/mg
Feststoff, 625,4 Units/mg Protein, Sigma Aldrich
Chemie GmbH, Steinheim, Deutschland
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Lysozym

Proteinase K

Restriktionsenzym

Endonuklease Sma |

Ribonuklease

aus Huhnereiweil3, Protein 2 90 %, 46.900 Units/mg
Feststoff, 49.900 Units/mg Protein, Sigma Aldrich
Chemie GmbH, Steinheim, Deutschland

aus Tritirachium album, = 30 Units/mg Protein,
Sigma Aldrich Chemie GmbH, Steinheim,

Deutschland

aus Serratia marcescenssp, 5000 Units
(10 Units/pl), Roche Diagnostics GmbH, Mannheim,

Deutschland

Ribonuklease A Typ I-AS aus bovinem Pankreas,
48 Kunitz-Units/mg Feststoff, 70 Kunitz-Units/mg
Protein, Sigma Aldrich Chemie GmbH, Steinheim,

Deutschland

2.1.7 Antibiotika-Testblattchen bzw. Etest®-Streifen

Etest®

bioMérieux, Marcy I'Etoile, Frankreich
Tabelle 2d: Verwendete Etest®-Streifen

Antibiotikum MHK-Bereich (ug/ml)
Daptomycin 0,016-256
Gentamicin 0,064-1024
(high level-Resistenz)

Linezolid 0,016-256
Teicoplanin 0,016-256
Tigecyclin 0,016-256
Vancomycin 0,016-256
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Testblattchen zur
Empfindlichkeitspriufung

Testblattchen zur

Empfindlichkeitspriufung

2.1.8 Losungen und Puffer

Neo Sensitabs™, Inverness Medical Deutschland
GmbH, Koéln, Deutschland

Tabelle 2e: Verwendete Testblattchen

Antibiotikum Menge Antibiotikum
pro Blattchen (ug)

Furazolidon 50
Mupirocin 10
Vancomycin 5

Oxoid Deutschland GmbH, Wesel, Deutschland

Tabelle 2f: Verwendete Testblattchen

Antibiotikum Menge Antibiotikum
pro Blattchen (ug)

Ampicillin 10

Doxycyclin 30

Erythromycin 15

Levofloxacin 5

Linezolid 30

Nitrofurantoin 200

Rifampicin 5

Tigecyclin 15

Agarosegel — 1 %iges Agarosegel (PFGE)

Agarose
TBE-Puffer 1x

1,29
120 ml

Zur Herstellung eines 1 %igen Agarosegels wurden 1,2 g Agarose in ein Glasgefal

eingewogen. Hierzu wurden 120 ml TBE-Puffer 1x gegeben. Dieser Ansatz wurde

zweimal 2 min in der Mikrowelle (595 Watt) erhitzt, bis das Agarosegel frei von

Schlieren war. Anschliel3end wurde das Gel in die dafur vorgesehene Gelkammer

gegossen.

37



Material und Methoden

Agarosegel — 1,2 %iges low melting point-Agarosegel (PFGE)
Low melting point-Agarose 30 mg
PIV-LAsung 2,5ml

Zur Herstellung des low melting point-Agarosegels fur 30 Proben wurden 30 mg low
melting point-Agarose in ein Glasrohrchen eingewogen. Hierzu wurden 2,5 ml PIV-
Ldsung pipettiert und der Ansatz in einem Wasserbad Uber dem Gasbrenner erhitzt,

bis das Agarosegel frei von Schlieren war.

Agarosegel — 1,5 %iges Agarosegel (PCR-Produkte)
Agarose 1,59
TBE-Puffer 0,5x 100 ml

1,5 g Agarose wurden in einen Erlenmeyerkolben eingewogen und anschlief3end
100 ml 0,5x konzentrierter TBE-Puffer hinzugegeben. Der Kolben mit den darin
enthaltenen Substanzen wurde in der Mikrowelle (800 Watt) 1,5 min erhitzt, kurz
geschwenkt und weitere 1,5 min erhitzt. Das Agarosegel, das nun frei von Schlieren

war, wurde in die mit Kdmmen bestickte Gelkammer gegossen.

Bromphenolblau-Ladepuffer

Bromphenolblau 0,25¢
Saccharose 409
Aqua bidest. 100 ml

Die Substanzen wurden gemischt und bei +4° C gelagert.

Bromphen olblau-Ladepuffer (PFGE)
Natrium-EDTA (Chelaplex Ill) 40 mg

Saccharose 49
Bromphenolblau 3 mg
Aqua bidest. 10 mi

Die Substanzen wurden dem Aqua bidest. nacheinander hinzugegeben. Zum

besseren Losen wurde das Gemisch erwarmt. Die Losung wurde bei +4°C gelagert.
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ESP-L6sung (PFGE)
ES-Puffer

Proteinase K
Pro zu untersuchendem Stamm wurde 1 ml ES-Puffer und 1 mg Proteinase K
angesetzt. Zum besseren Losen der Proteinase K im ES-Puffer wurde der Ansatz ins

Wasserbad gegeben. Die Lésung wurde sofort verwendet.

ES-Puffer (PFGE)

Natrium-EDTA 0,5M
(Chelaplex Ill; pH 9)

Aqua bidest. 90 ml
Sarcosyl 1%

Natrium-EDTA und Aqua bidest. (90 ml fir 30 Proben) wurden gemischt und der pH-
Wert der Losung auf 9,0 eingestellt. Nun wurde 1 % Sarkosyl hinzugegeben. Es
folgte eine Kontrolle des pH-Wertes (9,0). Die Losung wurde bei 121°C fur 20 min
autoklaviert und anschlief3end bei -20 T gelagert.

Ethidiumbromidlésung (PFGE/Gelelektrophorese der PCR-Produkte)
Ethidiumbromid 1 % (10 mg/ml) 100 pl
Aqua bidest. 1000 ml

Die Substanzen wurden gemischt und die Ethidiumbromidlésung bei

Raumtemperatur aufbewahrt.

Kochsalzlésung (5 M) (PFGE)
Natriumchlorid 5M
Aqua bidest. ad 100 ml

Nach dem Mischen der Substanzen wurde die Losung bei +4°C im Kuhlschrank

gelagert.
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Kochsalzlésung, physiologisch
Natriumchlorid 0,9 %
Aqua bidest. 1000 ml

Das Natriumchlorid wurde in Aqua bidest. gelost und anschlieend bei 121° C fur

20 min autoklaviert.

Lysis-Losung (PFGE)

Aqua bidest. 18 mi
Tris-Salzsaure-Losung (pH8) 6 mM
Natriumchlorid-Lésung (5M) 1M

Natrium-EDTA-L6sung 100 mM
(Chelaplex IlI; pH 8)
Polyalkylenglycolether 0,5 %
Natrium-Desoxycholat 0,2 %
Natrium-Laurylsarcosin 0,5 %
(Sarkosyl)

Nach dem Mischen der Tris-Salzsdure-Ldsung und Aqua bidest. (18 ml fur 30 ml
Lysislésung, das heildt fur 30 Proben) wurde der pH-Wert der Losung auf 7,6
eingestellt. Nun wurden die restlichen Substanzen hinzugegeben. Nach der Kontrolle
bzw. dem erneuten Einstellen des pH-Wertes auf 7,6, wurde die Losung bei 121°C
fur 20 min autoklaviert und bei —20° C gelagert. Ku rz vor Gebrauch der Lysis-Lésung
wurde die RNase-Ldsung (180 ul fir 30 Proben) und Lysozym (30 mg fir 30 Proben)
hinzugegeben. Zur Lysis-Losung fur den S. aureus-Kontrollstamm wurde zusatzlich

noch Lysostaphin (Spatelspitze) hinzugefugt.

Natrium-EDTA-LAsung (0,5 M)
EDTA (Chelaplex IlI) 0,5M
Aqua bidest. ad 2000 ml

Die Substanzen wurden gemischt und der pH-Wert des Ansatzes durch Hinzugeben
von Natriumhydroxid auf 8,0 eingestellt. Der Ansatz wurde sterilfiltriert und bei

Raumtemperatur gelagert.
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Natrium-EDTA-LOsung (0,5 M) (PFGE)
EDTA (Chelaplex III) 0,5M
Aqua bidest. ad 100 ml

Die Substanzen wurden gemischt und der pH-Wert des Ansatzes durch Hinzugeben
von Natriumhydroxid auf 8,0 eingestellt. Die Lagerung erfolgte bei —20°C.

PIV-Lésung (PFGE)
Tris-Salzsaure-Losung (pH8) 10 mM
Natriumchlorid-Losung (5 M) 1M
Aqua bidest. ad 100ml

Die Substanzen wurden gemischt und der pH-Wert der Losung auf 7,6 eingestellt.
Die L6sung wurde bei 121°C fur 20 min autoklaviert und anschlieRfend bei —20°C

gelagert.

RNase-L6sung (10 mg RNase/ml Tris-Salzsaure-Natriumchlorid-Losung)

(PFGE)

Tris-Salzsaure-Losung (pH8) 10 mM
Natriumchlorid 15 mM
Aqua bidest. ad 10 ml

Nach dem Mischen der Substanzen wurde Aqua bidest. ad 10 ml hinzugegeben und
der pH-Wert der Lésung auf 7,5 eingestellt. Zu 1 ml dieses Ansatzes wurden 10 mg
RNase gegeben. Nach 15-minttigem Kochen und langsamen Abkuhlen der Losung,
wurde die RNase-Ldsung (10 mg RNase/ml Tris-Salzsaure-Natriumchlorid-Losung)
zur Lysis-Losung hinzugegeben. Fir 30 Proben waren dies 180 ul RNase-Losung zu

30 ml Lysislosung. Die Lagerung erfolgte bei —20°C .

Sma I-Inkubationspuffer A 10x (Roche) (PFGE)
Sma |- Roche Diagnostics GmbH, Mannheim, Deutschland

Inkubationspuffer A 10x
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Laut Begleitzettel hat dieser Puffer folgende Zusammensetzung:

Trisacetat 33 mM
Kaliumacetat 66 mM
Magnesiumacetat 10 mM
Dithiothreit 0,5 mM

Der pH-Wert der Losung liegt bei 7,9 (bei 37°C). Die Lagerung erfolgte bei —20°C.
Vor Gebrauch wurde der Puffer aufgetaut und mittels einer 1:10-Verdlinnung mit
Aqua bidest. wurde der, fur den Restriktionsansatz bend6tigte, Sma I-Puffer 1x
hergestellt. Je Probe bendtigt man 50 yl Sma I-Inkubationspuffer A 1x und 4 pl

Sma I-Enzym (10 Units/ul) (Arbeitsschritt — auf Eis — fur 30 Proben: 1350 ul Aqua
bidest. + 150 pl Sma I-Inkubationspuffer A 10x in ein Eppendorfgefal® pipettieren und

mittels Vortexer mischen. Dann 120 pyl Sma I-Enzym hinzupipettieren und vortexen).

Sma |-Puffer 10x (Eigenprodukt zum Aquilibrieren) (PFGE)

Kaliumchlorid 20 mM
Tris 6 mM
Magnesiumchlorid-Hexahydrat 6 mM
Aqua bidest. 9,7 ml

Die Substanzen wurden mit Aqua bidest. (9,7 ml fur 10 ml-Ansatz) gemischt, der pH-
Wert der Losung auf 8,0 eingestellt und der Ansatz bei 121°C fir 20 min auto-
klaviert. Die Lagerung erfolgte bei —20°C. Vor Gebrauch wurde der Puffer aufgetaut
und mittels einer 1:10-Verdiinnung mit Aqua dest. wurde der, fiir die Aquilibrierung
bendtigte, Sma I-Puffer 1x hergestellt (fir 30 Proben: 3 ml Sma I-Puffer 10x + 27 mi
Aqua dest.).

TBE-Puffer (5x konzentriert)

Tris 450 mM
Borsaure 450 mM
Natrium-EDTA-L6sung 10 mM
Aqua dest. ad 2000 ml
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Die Substanzen wurden zunachst gemischt, dann mit Aqua dest. ad 2000 ml
aufgefullt. Der pH-Wert des Puffers wurde auf 8,0 eingestellt. Die LOsung wurde bei
121°C fur 20 min autoklaviert und bei Raumtemperat ur gelagert. Die Herstellung von

0,5x konzentriertem TBE-Puffer erfolgte durch eine 1:10-Verdinnung mit Aqua dest.

TBE-Puffer (1x konzentriert) (PFGE)

Tris 90 mM
Borsaure 90 mM
EDTA (Chelaplex II) 2 mM
Aqua bidest ad 2000 ml

Die Substanzen wurden gemischt und mit Aqua bidest. ad 2000 ml aufgefullt. Der
pH-Wert der Losung wurde auf 8,0 eingestellt. Der Ansatz wurde bei 121°C fur
20 min autoklaviert und bei +4°C gelagert.

TE-Puffer

Tris 10 mM
Natrium-EDTA 1 mM
(Chelaplex IlI)

Aqua bidest. ad 1000 ml

Die Substanzen wurden gemischt und der pH-Wert des Puffers auf 8,0 eingestellt.

AnschlielRend wurde der Ansatz sterilfiltriert und bei +4°C gelagert.

TE-Puffer (PFGE)
Tris-Salzsaure-Losung (pH8) 10 mM

Natrium-EDTA-L6sung 1 mM
(pH 8; Chelaplex IlI)
Aqua bidest. ad 1000 ml

Die Substanzen wurden gemischt und mit Aqua bidest. ad 1000 ml aufgefullt. Der
pH-Wert der Losung wurde auf 7,5 eingestellt. Nach dem Autoklavieren des

Ansatzes bei 121°C fir 20 min, wurde dieser bei +4°C gelagert.
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Tris-Salzsaure-Losung (2 M) (PFGE)

Tris 2M
Aqua bidest. 85 ml
Aqua bidest. ad 100 ml

Nach dem Mischen der Substanzen wurde der pH-Wert des Ansatzes durch
Hinzugeben von konzentrierter Salzsaure auf 8,0 eingestellt. Im Anschluss wurde die

Lésung mit Aqua bidest. ad 100 ml aufgefillt. Die Lésung wurde bei +4°C gelagert.

2.1.9 Marker und Primer

Basenpaarmarker 123 bp DNA Ladder 1,0 ug/pl, Invitrogen GmbH,
Darmstadt, Deutschland

100 bp DNA Ladder 500 ug/ml, New England

Biolabs®, Ipswich, Massachusetts, USA

Primer Eurofins MWG Operon, Ebersberg, Deutschland
Tabelle 2g: Verwendete Primer

Gen Name Gensequenz (5— 3’- Richtung)

vanA van A1 TCT GCA ATA GAG ATA GCC GC (Klare et al. 2005)
van A2 |GG AGT AGC TAT CCC AGC ATT (Klare et al. 2005)

vanB van B1 CAT CGC CGT CCC CGA ATT TCA AA (Klare et al. 2005)
van B2 |GAT GCG GAA GAT ACC GTG GCT  (Klare et al. 2005)

esp esp TIM1 |[CTT TGATTC TTG GTT GTC GGA TAC(Klare et al. 2005)
esp TIM2 | TTC AAC TAC CAC GGT TTG TTT ATC (Klare et al. 2005)

hyl hyl Efm1 | GAG TAG AGG AAT ATC TTAGC (Klare et al. 2005)
hyl Efm2 |AGG CTC CAATTC TGT (Klare et al. 2005)

Spezies- |E. fae- TTG AGG CAG ACCAGATTG ACG (Cheng et al. 1997)

spezifische | cium1

E. faecium

DNS. E. fae- TAT GAC AGC GAC TCC GAT TCC  (Cheng et al. 1997)

Sequenz clumz
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Entsprechend des Protokolls von MWG wurde eine Gebrauchsverdinnungslosung
der Primer in der gewunschten Konzentration (20, 50 bzw. 100 pmol/ul) hergestellt,
indem nach Zentrifugation der die Primer enthaltenden Roéhrchen die angegebene

bzw. errechnete Menge TE-Puffer hinzugegeben wurde. Die Gebrauchsverdin-

nungslosungen der Primer wurden bei —8°C gelagert.

metabion international AG, Martinsried,
Deutschland

Tabelle 2h: Verwendete Primer

Gen |Name |Gensequenz (5’— 3’- Richtung)

adk |adk1 TAT GAA CCT CAT TTT AAT GGG (http://efaecium.mist.net)
adk2 GTT GAC TGC CAAACGATTTT (http://efaecium.mist.net)
atpA | atpA1 CGG TTC ATA CGG AAT GGC ACA (http://efaecium.mlst.net)
atpA2 AAG TTC ACG ATA AGC CAC GG (http://efaecium.mlist.net)
ddl |ddi1 GAG ACATTG AATATG CCTTAT G (http://efaecium.mist.net)
ddi2 AAA AAG AAATCG CAC CG (http://efaecium.mist.net)
gdh |gdh1 GGC GCA CTA AAA GAT ATG GT (http://efaecium.mist.net)

gdh2 CCAAGATTG GGC AAC TTC GTC CCA (http://efaecium.mist.net)

gyd |gyd 1 CAA ACT GCT TAG CTC CAATGG C  (http://efaecium.mlst.net)

gyd2 CATTTC GTT GTC ATA CCA AGC (http://efaecium.mist.net)
pstS |pstS1 TTG AGC CAA GTC GAA GCT GGA G (http://efaecium.mlst.net)
pstS2 CGT GAT CACGTT CTACTT CC (http://efaecium.mist.net)
purK [purK1in |[CAGATT GGCACATTG AAAG (http://efaecium.mlst.net)
purK2n |TTC ATT CAC ATATAG CCC G (http://efaecium.mist.net)

Entsprechend des Protokolls von metabion wurde eine Gebrauchsverdinnungs-
|I6sung der Primer in der gewlnschten Konzentration (100 pmol/ul) hergestellt, indem
nach Zentrifugation der die Primer enthaltenden Rohrchen die angegebene Menge
TE-Puffer hinzugegeben wurde. Die Gebrauchsverdinnungslosungen der Primer
wurden bei -8°C gelagert.

2.1.10 Software
Analyse-Software BioNumerics 6.0, Applied Maths NV, Sint-Martens-

Latem, Belgien
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Apiweb™

Identifizierungssoftware

Hybase 6° Statistik- und
Analysesystem

Orbis Klinikinformationssystem

Sequenzanalyse-Software

Swisslab

Laborinformationssystem

Quantity One® 1D Analysis Software, BioRad
Laboratories GmbH, Minchen, Deutschland

goeBURST 1.2.1, http://goeburst.phyloviz.net

bioMérieux, Marcy I'Etoile, Frankreich

Tieto Deutschland GmbH, Eschborn, Deutschland

Agfa HealthCare GmbH, Berlin, Deutschland

DNAstar-Lasergene, DNAstar Incorporated,
Madison, Wisconsin, USA

Ridom TraceEditPro, Ridom GmbH, Minster,
Deutschland

Swisslab GmbH, Berlin, Deutschland

Im Rahmen des Multi Locus Sequence Typings verwendete Homepage

(Informationen zur Durchfiihrung des MLSTs, Datenauswertung):

http://www.mlst.net bzw. http://efaecium.mist.net (Datenstand 01.02.2011)

2.2 Methoden
2.2.1 Stammauswahl

Da nicht alle zwischen 2005 und 2010 im Institut fir Medizinische Mikrobiologie und

Krankenhaushygiene der beschriebenen sidwestdeutschen Einrichtung isolierten

Vancomycin-resistenten E. faecalis- und E. faecium-Stamme im Rahmen dieser

Arbeit untersucht werden konnten, musste eine Vorauswahl hinsichtlich der zu
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typisierenden Stamme getroffen werden, welche die VRE-Situation an diesem
Krankenhaus angemessen reprasentiert.

Um dies zu erreichen, wurden 180 Isolate (Ng. faecium=179, Ne. taecaiis=1) charakterisiert,
die aus verschiedenen Fachgebieten (n=18) und von Patienten unterschiedlichen
Geschlechts und Alters stammen (siehe Punkt 3.10.1, 3.10.2 und 3.10.3). Da die
absolute Anzahl der untersuchten Stamme ihre Reprasentativitat betreffend wenig
aussagt, stellt Tabelle 2i die Relation zwischen den in dieser Arbeit untersuchten

E. faecium-Isolaten und den Erstnachweisen Vancomycin-resistenter E. faecium
(berucksichtigt wurde hierbei ein Erregernachweis pro Patient im gleichen Material)
an dieser Einrichtung zwischen 2005 und 2010 dar.

Tabelle 2i : Relation zwischen untersuchten Isolaten und Erstnachweisen
Vancomycin-resistenter E. faecium-Stamme an einem Krankenhaus der

Maximalversorgung in Stdwestdeutschland zwischen 2005 und 2010

Jahr Erstnachweise Vancomycin- Untersuchte Isolate
resistenter E. faecium an einem | (Anteil der untersuchten Isolate
Krankenhaus der Maximalver- an entsprechenden Erstnach-
sorgung in Sudwestdeutsch- weisen in %)
land
Alle Materialien BK Alle Materialien BK

2005 180 4 55 (30,6) 1 (25,0)

2006 243 11 26 (10,7) 1 (9,1)

2007 169 15 29 (17,2) 1 (6,7)

2008 201 25 32 (15,9) 17 (68,0)

2009/2010 | 306 14 37 (12,1) 11 (78,6)

gesamt 1099 69 179 (16,3) 31 (44,9)

Da 2009 nur 13 Isolate (davon 11 BK) fur weiterfuhrende Untersuchungen zur
Verfigung standen und um etwas mehr Aktualitat zu gewahrleisten, wurden Anfang
2010 weitere Vancomycin-resistente Enterokokken-Stamme aus Abstrichen isoliert
(n=24). Diese 24 2010 isolierten E. faecium-Isolate sind die einzigen Stamme, die fur
das Jahr 2010 in die Zahl der Erstnachweise eingehen. Die 2009 und 2010 isolierten

Stamme wurden zusammengefasst.
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2.2.2 Isolierung von Enterokokken-Stammen aus Probenmaterial

Das Probenmaterial wurde mit einem Wattetupfer auf Enterococcosel™-Agar
(Vancomycin 8 ul/ml) ausgestrichen und bis zu 48 h bei 37°C im Brutschrank
bebritet. Dieser modifizierte Asculin-Galle-Agar dient der Detektion und selektiven
Anzichtung von Vancomycin-resistenten Enterokokken.

Die selektiven Eigenschaften des Enterococcosel™-Agars beruhen auf folgenden
Prinzipien: Die Ochsengalle inhibiert das Wachstum anderer gram-positiver
Bakterien als Enterokokken, wahrend Natriumazid das Wachstum gram-negativer
Bakterien hemmt. D-Streptokokken, einschlief3lich der friher hierzu gezahlten
Enterokokken, hydrolysieren Asculin zu Asculetin und Dextrose. Asculetin reagiert
mit Eisenverbindungen, in diesem Fall mit dem im Agar enthaltenen Eisencitrat, unter
Bildung dunkelbrauner bis schwarzer Komplexe. Die Kolonien von Enterococcus spp.
erscheinen somit auf dem verwendeten Agar dunkelbraun bis schwarz gefarbt. Da
der Agar Vancomycin enthalt, kdnnen nur Vancomycin-resistente Enterokokken
wachsen (Packungsbeilage Enterococcosel™-Agar with Vancomycin 8 ul/ml, Stand
2010).

Verdachtige Kolonien wurden auf Schafblutagar isoliert und 24 h bei 37°C bebrutet.
Von den Reinkulturen wurden dann mit einem Wattetupfer mehrere Kolonien abge-
nommen und in sterile 0,9 %ige Natriumchlorid-Losung eingebracht. Mit Hilfe eines
Densitometers wurde eine Bakteriensuspension hergestellt, die dem Mc Farland
Standard 0,5 entsprach. Mit dieser Suspension wurde eine Muller-Hinton-Agarplatte
durch maanderférmiges Ausstreichen des Tupfers (zweimalige Wiederholung, wobei
die Platte jeweils um 60°gedreht wurde) auf der Ag aroberflache beimpft. Zur vor-
laufigen Speziesdifferenzierung und Bestatigung der Vancomycin-Resistenz wurden
folgende Antibiotika-Blattchen auf den beimpften Agar aufgelegt:

Furazolidon (50 pg)
Mupirocin (10 pg)
Vancomycin (5 ug)

Die so vorbereiteten Platten wurden 24 h bei 37°C im Brutschrank bebrutet und
anschlieend bezlglich der Speziesdifferenzierung, wie in Tabelle 2] dargestellt,
ausgewertet. Stamme mit einem fehlenden Hemmhof um das jeweilige Blattchen

galten als Furazolidon- bzw. Mupirocin-resistent.
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Tabelle 2] : Kriterien zur vorlaufigen Speziesdifferenzierung
(Rosko Diagnostica, Werner et al. 2008a)

Spezies Furazolidon (50 ug) | Mupirocin (10 ug)

E. faecalis S r

E. faecium r S

r= resistent, s= sensibel

Bezuglich der Vancomycin-Resistenz galten Stamme mit einem fehlenden bzw.
unscharf begrenzten Hemmbhof (hazy growth) um das Vancomycin-Blattchen als
Vancomycin-resistent oder zumindest als verdachtig.

Konnte der Stamm der Spezies E. faecalis bzw. E. faecium zugeordnet werden und
galt er als in vitro Vancomycin-resistent bzw. verdachtig, wurde der Test auf
Pyrrolidonylarylamidase-Aktivitat mittels PYR 50 Test Kit und der D-Agglutinations-
test mittels Prolex™ streptococcal grouping latex kit durchgeftihrt.

Bei dem Nachweis der Pyrrolidonylarylamidase-Aktivitat wurde wie folgt vorgegan-
gen: Zunachst wurde ein L-pyrrolidonyl-B-naphtylamid-haltiges Filterpapierblattchen
mit Aqua ad iniectabilia benetzt und Kolonien des zu untersuchenden Stammes mit
einer Impfése auf das Blattchen gegeben. AnschlieRend wurde das Filterpapier mit
einem Tropfen Farbentwickler benetzt. Bei vorhandener Pyrrolidonylarylamidase-
Aktivitat kommt es innerhalb einer Minute nach Hinzuflgen des Farbentwicklers zu
einer rosafarbenen bis roten Farbung des Blattchens. Bei nicht vorhandener
Enzymaktivitat kommt es zu keiner bzw. einer leicht gelblichen Farbanderung.
Enterococcus spp. besitzen das Enzym Pyrrolidonylarylamidase, das Filterpapier-
chen farbt sich bei Enterokokken dementsprechend rosa bis rot (Packungsbeilage
PYR 50 Test Kit, Stand 2010).

Der D-Agglutinationstest wurde mittels Prolex™ streptococcal grouping latex kit
durchgefuhrt, wobei darauf geachtet wurde, dass alle verwendeten Reagenzien
Raumtemperatur hatten. Zunachst wurde ein Tropfen des Extraktions-Reagenz 1

in ein Plastikrohrchen gegeben. Mit einer Impfoése wurden 1-4 Kolonien von der
Schafblutplatte genommen und in das Reagenz im Rdhrchen eingebracht. Nun
wurde ein Tropfen Extraktions-Reagenz 2 hinzugegeben. Die Extraktions-
Reagenzien 1 und 2 sind in der Lage, die verschiedenen Oberflachenantigene der
Streptokokken, die der Einteilung in die Lancefieldgruppen zugrunde liegen, bei

49



Material und Methoden

Raumtemperatur aus der Bakterienwand zu extrahieren (Packungsbeilage Prolex™
streptococcal grouping latex kit, Stand 2010). Der Inhalt des Rohrchens wurde

5-10 sec durch leichtes Schitteln gemischt und nach Zugabe von funf Tropfen des
Extraktions-Reagenz 3, einer Neutralisierungslésung, wurde der Inhalt des Rohr-
chens erneut gemischt. Je ein Tropfen des Extrakts wurde auf die daflr vorge-
sehenen Flachen der Testkarte gebracht und einmal mit einem Tropfen der Latex-
suspension Gruppe A (Kontrolle) und einmal mit einem Tropfen der Latexsuspension
Gruppe D vermischt. Die Latexsuspensionen enthalten Antikérper der Gruppe A und
D (Packungsbeilage Prolex™ streptococcal grouping latex kit, Stand 2010). Nach-
dem die Testkarten 1 min lang langsam geschwenkt worden waren, konnten sie
abgelesen werden. Im positven Fall kommt es zu einer Agglutination. Da Entero-
kokken das Streptokokken-Oberflachenantigen D besitzen, zeigen sie eine positive
D-Agglutinationsreaktion (Packungsbeilage Prolex™ streptococcal grouping latex kit,
Stand 2010).

Stamme, die aufgrund des durchgeflihrten Agardiffusionstests mittels Furazolidon-
und Mupirocin-Blattchen der Spezies E. faecalis bzw. E. faecium zugeordnet werden
konnten, in vitro Vancomycin-resistent erschienen, einen positiven Pyrrolidonylaryl-
amidase-Aktivitats-Test und eine positive D-Agglutination aufwiesen, wurden

weiterfuhrend untersucht.

Die Isolierung Vancomycin-resistenter Enterokokken aus Patientenmaterial wurde fur
die Jahre 2005 bis einschlieBlich 2009 durch das diagnostische Labor des Instituts
fur Medizinische Mikrobiologie und Krankenhaushygiene der beschriebenen
klinischen Einrichtung in Sidwestdeutschland durchgefihrt, die Isolierung der VRE-
Stamme von 2010 erfolgte im Rahmen dieser Doktorarbeit nach dem beschriebenen
Procedere.

2.2.3 Lagerung und Anztichten der Enterokokken-Isolate

Die Enterokokken-Isolate wurden bei —80°C in einem Cryobankstammhaltungs-
system gelagert. Bei Bedarf wurden die in den Kryoréhrchen enthaltenen Glas-
kigelchen mitsamt daran haftender Bakterien auf Schafblutagar ausgerollt und bei
37°C 24 h im Brutschrank bebritet. Handelte es sic h bei den angewachsenen

Kolonien um eine Reinkultur, konnten sie von der Platte genommen und nach
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erneuter Subkultur auf Schafblutagar untersucht werden. Lagen die Bakterien nicht in
Reinkultur vor, wurde eine Isolierung auf Schafblutagar durchgefuhrt.

2.2.4 Speziesidentifizierung mittels API rapid ID 32 Strep

Die Speziesidentifizierung erfolgte mittels API rapid ID 32 Strep-Streifen, den zu-
gehorigen API-Reagenzien und der Apiweb™ Identifizierungssoftware. Zunachst
wurden 2 ml Aqua ad iniectabilia in ein Glasrohrchen pipettiert. Mit einem sterilen
Wattetupfer wurden mehrere Kolonien des zu untersuchenden Stammes direkt vom
Blutagar genommen und ebenfalls in das Glasrohrchen eingebracht. Mittels Densito-
meter wurde eine Bakteriensuspension hergestellt, die dem Mc Farland Standard 4
entsprach. Je 55 yl der homogenisierten Suspension wurden in eine Vertiefung des
Streifens pipettiert. Die so vorbereiteten Streifen wurden 4 h bei 37°C im Brut-
schrank inkubiert.

Im Anschluss wurden die API-Reagenzien — wie vom Hersteller vorgegeben — hinzu-
gefugt. Die Reaktionen wurden 5 min nach Zugabe der Reagenzien anhand der
Ablesetabelle abgelesen und die Ergebnisse auf dem Ergebnisblatt notiert. Anhand
der negativen bzw. positiven Ergebnisse der Reaktionen wurde ein spezifisches
elfstelliges numerisches Profil fir den untersuchten Stamm erstellt. Die Identifizie-
rung erfolgte mit Hilfe der Apiweb™ Identifizierungssoftware durch Eingabe dieses

Zahlencodes.

Bei einem Teil der untersuchten Isolate wurde die Spezies zusatzlich mittels PCR
bestatigt bzw. identifiziert (siehe Punkt 2.2.6, 2.2.7., 2.2.8 und 3.2).

2.2.5 Untersuchung der in vitro-Empfindlichkeit der Isolate gegentber

verschiedenen Antibiotika mittels Agardiffusionstest

Die Untersuchung der in vitro-Empfindlichkeit der Enterokokken-Isolate gegenuber
verschiedenen Antibiotika erfolgte mittels Agardiffusionstest unter Verwendung von
Antibiotika-Blattchen und Etest®-Streifen (Tabelle 2d und 2f). Die Empfindlichkeit der
Isolate wurde bezulglich der Antibiotika Ampicillin, Daptomycin, Doxycyclin, Erythro-
mycin, Gentamicin, Levofloxacin, Linezolid, Nitrofurantoin, Rifampicin, Teicoplanin,
Tigecyclin und Vancomycin getestet. Bei Stammen, die im Agardiffusionstest auf-

grund der Auswertung ihrer Hemmhofgro3e um die Antibiotika-Blattchen als resistent
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gegen Linezolid bzw. Tigecyclin eingestuft wurden, wurde zusatzlich die MHK mittels
Etest® bestimmt.

Es wurde folgendermalien vorgegangen: Zunachst wurden 2 ml sterile 0,9 %ige
Natriumchlorid-Losung in ein Glasrohrchen pipettiert. Mit einem sterilen Wattetupfer
wurden mehrere Kolonien des zu untersuchenden Stammes in die Losung einge-
bracht und eine Bakteriensuspension hergestellt, die dem Mc Farland Standard 0,5
bzw. 2 fir Vancomycin entsprach. Diese wurde mit einem neuen sterilen Wattestab-
chen auf Muller-Hinton-Agar ausgestrichen. Hierzu wurde das Stabchen rotierend in
die Bakteriensuspension eingetaucht und tberflissige Suspension durch Abstreifen
des Tupfers an der Innenwand des Rdhrchens entfernt. Das Wattestabchen wurde
maanderférmig auf der Agaroberflache ausgestrichen. Um eine gleichmaRige
Benetzung zu erreichen wurde der Vorgang zweimal wiederholt, wobei die Platte
jeweils um 60°gedreht wurde. Die Applikation der A ntibiotika-Blattchen erfolgte
mittels Antibiotika-Stempel, die Etest®- Streifen wurden mit einer Pinzette auf den
beimpften Agar gelegt. Die so vorbereiteten Platten wurden fir 20 h bei 37°C im
Brutschrank bebritet.

Nach der Inkubation der Platten wurden diese aus dem Brutschrank genommen und
abgelesen. Bei den Antibiotika, bei denen Blattchen zur Empfindlichkeitstestung be-
nutzt wurden, wurde die HemmhofgréRe um das jeweilige Blattchen bestimmt. Hierzu
wurde der Durchmesser des Hemmbhofs gemessen. Die Auswertung erfolgte mit Hilfe
publizierter Hemmhofgrenzwerte (Tabelle 2k).
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Tabelle 2k : Evaluationskriterien zur Auswertung der Empfindlichkeitstestung
mittels Antibiotika-Blattchen

Antibiotikum Hemmhofgrenzwerte (mm) Norm/Quelle
r [

Ampicillin <16 =17 CLSI 2008
Doxycyclin <12 13-15 > 16 CLSI 2008
Erythromycin <13 14-22 =23 CLSI 2008
Levofloxacin <13 14-16 =17 CLSI 2008
Linezolid <20 21-22 =23 CLSI 2008
Nitrofurantoin <14 =15 Andrews 2008
Rifampicin <16 17-19 =20 CLSI 2008
Tigecyclin <22 =22 SFM 2008

r=resistent, i= intermediar-empfindlich, s= sensibel

Bei den Antibiotika, bei denen Etest®-Streifen zur Empfindlichkeitstestung benutzt
wurden, erfolgte die Bestimmung der MHK. Auf der Unterseite des Etest®-Streifens,
einem nicht pordsen, inerten Kunststoffstreifen, ist ein definierter Konzentrations-
gradient der antibiotischen Substanz aufgebracht. Der Konzentrationsbereich um-
fasst 15 Zweifach-Verdunnungsschritte einer konventionellen MHK-Methode. Auf der
Oberseite des Streifens befindet sich eine Skala, die das Ablesen der entsprechen-
den MHK-Werte in ug/ml ermdglicht. Je nach Empfindlichkeit des getesteten Isolates
kommt es zu einer Wachstumshemmung bzw. einem Bakterienwachstum um den
Etest®-Streifen. Die gegebenenfalls entstehende Hemmzone hat die Form einer
Ellipse. Die Schnittstelle zwischen Streifen und Hemmellipse definiert den Punkt, an
dem der MHK-Wert in ug/ml abzulesen ist (Packungsbeilage Etest®, Stand 2010).
Wahrend bei bakteriziden Antibiotika die MHK bei einer Hemmung von 100 % abge-
lesen wurde, wurde sie bei bakteriostatischen Antibiotika bei einer Hemmung von
80-90 % abgelesen. Die Interpretation der abgelesenen MHK-Werte erfolgte anhand

publizierter Grenzwerte (Tabelle 2I).
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Tabelle 21 : Evaluationskriterien zur Auswertung der Empfindlichkeitstestung

mittels Etest ®-Streifen

Antibiotikum MHK-Grenzwerte (ug/ml) Norm/Quelle

r [ S
Daptomycin >4 <4 EUCAST (EUCASTD)
Gentamicin* > 500 <250 SFM 2005
Linezolid 28 4 <2 CLSI (ABBIODISK)
Teicoplanin > 32 16 <8 CLSI (ABBIODISK)
Tigecyclin >0,5 <0,25 EUCAST (EUCASTa)
Vancomycin =32 8-16 <4 CLSI (ABBIODISK)

r=resistent, i= intermediar-empfindlich, s= sensibel

* r= high level-resistent, s= low level-resistent bei Gentamicin

Erganzend sei erwahnt, dass EUCAST bezlglich Daptomycin keine Breakpoints fur
E. faecalis und E. faecium definiert, wohl aber angibt, dass die Daptomycin-MHK des
Wildtyps von E. faecalis und E. faecium bei < 4 ug/ml liegt, worauf obige Einteilung
begrindet wird.

Die Qualititskontrolle des Daptomycin-Etests® erfolgte durch den E. faecalis ATCC-
29212-Stamm und wurde im Rahmen dieser Arbeit durchgefuhrt. Die Qualitatskon-
trollen der anderen Etest®-Streifen und Antibiotika-Blattchen erfolgten im Rahmen
des Qualitatsmanagements der diagnostischen Labore des Instituts fur Medizinische
Mikrobiologie und Krankenhaushygiene der beschriebenen klinischen Einrichtung in

Sudwestdeutschland.

2.2.6 DNS-Isolierung

Die DNS-Isolierung erfolgte mittels QlAamp® DNA Mini Kit. Zunéchst wurde 1ml
sterile 0,9 %ige Natriumchlorid-Lsung in ein 1,5 ml Reagiergefal} pipettiert. Mehrere
Kolonien eines Enterokokken-Stammes wurden vom Schafblutagar direkt in diese
Ldsung eingebracht. Die Bakteriensuspension wurde bei 2655 x g (5000 rpm) 10 min
abzentrifugiert und der Uberstand abgegossen. Das Pellet wurde in 180 pl ATL-
Puffer und 8 ul Lysostaphin (10 Units/ul) resuspendiert. Nach 60-mindtiger Inkubation
bei 37°C und 300 rpm im Thermomixer, wurden 20 pl Proteinase K (20 mg/ml) und
200 ul AL-Puffer hinzugegeben. Das Gemisch wurde 30 min bei 56°C und 300 rpm
und anschlie3end 15 min bei 95°C und 300 rpm im Thermomixer inkubiert. Nun
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wurden 200 ul 96 %iges Ethanol hinzugegeben und die Losung mittels Vortexer
durchmischt. Die Quiagensaule wurde in das Auffangtube gestellt und das Gemisch
aufgetragen. Es folgte eine einminutige Zentrifugation bei 6797 x g (8000 rpm), wo-
nach das Auffangtube entleert wurde. Nun wurden 500 ul AW 1-Puffer hinzugegeben,
das Gemisch wurde erneut 1 min bei 6797 x g (8000 rpm) zentrifugiert und das Auf-
fangtube wiederum entleert. Jetzt wurden 500 pl AW2-Puffer in die Quiagensaule
pipettiert und es folgte eine dreiminutige Zentrifugation bei 20817 x g (14000 rpm).
Das Auffangtube wurde verworfen und die Quiagensaule in ein 1,5 ml Reagiergefal
gestellt. In die Saule wurden 200 pl AE-Puffer gegeben. Das Gemisch wurde 1 min
bei Raumtemperatur inkubiert und anschlieend 1 min bei 6797 x g (8000 rpm)
zentrifugiert. Die Quiagensaule wurde entfernt und die DNS-Aufbereitung bei —20°C

gelagert.

2.2.7 Polymerase-Kettenreaktion (PCR)

Ein PCR-Ansatz setzte sich aus 45 pl Mastermix und 5 yl DNS (DNS-Isolierung siehe
Punkt 2.2.6) zusammen. Der Mastermix wurde anhand des entsprechenden
Pipettierschemas in einem 1,5 ml Reagiergefal hergestellt. In den Tabellen 2m-o

sind diese Schemata fur die durchgeflihrten PCRs angegeben. Die angegebenen
Mengen der Einzelkomponenten ergeben den Mastermix fur einen PCR-Ansatz.
Wurde bei mehreren Proben die gleiche PCR durchgefihrt, wurde der Mastermix-
Ansatz fur alle Proben gemeinsam in ein 1,5 ml Reagiergefal} pipettiert. Hierzu
wurde die Menge der Einzelkomponenten fur einen PCR-Ansatz, das heil3t fir eine
Probe, mit der Anzahl der zu untersuchenden Proben multipliziert und die Kompo-
nenten fur eine Positiv-, eine Negativkontrolle und einen zusatzlich bereitgestellten
Ansatz hinzugefugt. Als Positivkontrolle diente ein PCR-Ansatz aus Mastermix und
DNS eines Referenzstammes (siehe Punkt 2.1.1.2). Als Negativkontrolle wurde ein
Ansatz aus Mastermix und 5 pl Aqua dest. verwendet.

Die isolierte DNS, ebenso wie alle zur Herstellung des Mastermix verwendeten
Reagenzien, wurden wahrend des Herstellens des PCR-Ansatzes auf Eis gelagert.
Es wurde das Tag DNA Polymerase recombinant-Kit, das neben der Tag-DNA-
Polymerase (5 Units/ul) den 10x Puffer ohne MgCl, und MgCl, (50 mM) enthailt,

verwendet.

55



Material und Methoden

Tabelle 2m : Mastermix fir einen PCR-Ansatz (PCR auf eine Spezies-

spezifische E. faecium rDNS-Sequenz)

Reagenz Menge (ul)
10x PCR-Puffer (ohne MgCly) 5
MgCl, (50 mM) 3,5
dNTPs (10-11 mM) 1
Primer E. faecium 1 (50 uM) 1
Primer E. faecium 2 (50 uM) 1
Tag DNA-Polymerase (5 Units/ul) 0,2
Aqua dest. 33,3

Tabelle 2n : Mastermix fir einen PCR-Ansatz (PCR auf esp oder hyl)

Reagenz Menge (ul)
10x PCR-Puffer (ohne MgCly) 5
MgCl, (50 Mm) 2,5
dNTPs (10-11 mM) 2
Primer esp TIM 1 oder hyl Efm 1 (20uM) 2,5
Primer esp TIM 2 oder hyl Efm 2 (20uM) 2,5
Tag DNA-Polymerase (5 Units/ul) 0,4
Aqua dest. 30,1

Tabelle 20 : Mastermix fir einen PCR-Ansatz (PCR auf vanA und vanB,

Duplex-PCR)

Reagenz Menge (ul)
10x PCR-Puffer (ohne MgCly) 5
MgCl, (50 mM) 2,5
dNTPs (10-11 mM) 2
Primer vanA 1 (100 uM) 1
Primer vanA 2 (100 uM) 1
Primer vanB 1 (100 pM) 1
Primer vanB 2 (100 uM) 1
Tag DNA-Polymerase (5 Units/ul) 0,4
Aqua dest. 31,1

56



Material und Methoden

Nach dem Pipettieren des Mastermix-Ansatzes, wurden je 45 pl desselben in ein

PCR-Tube gegeben. Hierzu wurden 5 yl DNS bzw. 5 pyl Aqua dest. bei der Negativ-

kontrolle pipettiert. Der Thermocycler wurde bestuckt und unverztglich gestartet. Die

Tabellen 2p-r enthalten die Temperaturprofile, nach denen die jeweiligen Zielsequen-

zen amplifiziert wurden.

Tabelle 2p : Cyclerprofil zur Amplifizierung der Spezies-spezifischen E. faecium
rDNS-Sequenz (Cheng et al. 1997)

Schritt Temperatur (°C) Zeit

1. Denaturierung 94 4 min

2. Denaturierung 94 30 sec

3. Synthese 72 1 min } 25x

4. Synthese 72 8 min

5. Pause 4 00

Tabelle 29 : Cyclerprofil zur Amplifizierung von

esp, vanA und vanB

Schritt Temperatur (°C) Zeit

1. Denaturierung 94 5 min

2. Denaturierung 94 45 sec

3. Annealing 55 30 sec 30x
4. Synthese 72 1 min

5. Synthese 72 7 min

6. Pause 4 o0
Tabelle 2r : Cyclerprofil zur Amplifizierung von hyl

Schritt Temperatur (°C) Zeit

1. Denaturierung 94 4 min

2. Denaturierung 94 30 sec

3. Annealing 48 30 sec 30x
4. Synthese 72 1 min

5. Synthese 72 4 min

6. Pause 4 00
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Im Anschluf® an die PCR wurden die amplifizierten DNS-Fragmente sofort
gelelektrophoretisch aufgetrennt oder bis zu einer Woche bei 2-8°C gelagert.

2.2.8 Gelelektrophorese

Es wurde ein 1,5 %iges Agarosegel hergestellt. Hierfur wurden 1,5 g Agarose in
einem Erlenmeyerkolben abgewogen und 100 ml 0,5x konzentrierter TBE-Puffer
hinzugegeben. Der Kolben mit den darin enthaltenen Substanzen wurde in der
Mikrowelle (800 Watt) 1,5 min erhitzt, kurz geschwenkt und erneut erhitzt, bis das
Agarosegel frei von Schlieren war und in eine mit Kdmmen bestlckte Gelkammer
gegossen wurde. Nach Erkalten des Gels wurden die Kdmme gezogen und das
feste Gel aus der Kammer genommen. Die Gelelektrophoresekammer wurde mit
0,5x konzentriertem TBE-Puffer gefullt und das Agarosegel in die daflr vorgesehene
Vorrichtung gelegt.

Die PCR-Amplifikate wurden in einer leeren Mikrotiterplatte vorbereitet. In einen Napf
wurden je 1,5 ul Bromphenolblau-Puffer und 15 pl des jeweiligen Amplifikates aus
der vorangegangenen PCR pipettiert. Als DNS-Langenstandard diente ein 123 bp
Marker. 1,5 ul des Markers wurden zu 1,5 ul Bromphenolblau-Puffer und 15 ul TE-
Puffer gegeben. Je 15 ul der so vorbereiteten Proben wurden nun in die Taschen des
Agarosegels pipettiert.

Die Amplifikate wurden bei 180 Volt und einer Laufzeit von circa 45 min im Gel-
elektrophoresesystem aufgetrennt. Zur Visualisierung der DNS wurde das Gel nach
der Elektrophorese fur 30 min in ein Ethidiumbromid-Bad gegeben und daraufhin

30 min in einem Wasserbad entfarbt. AnschlieRend wurde das Agarosegel mittels
eines Geldokumentationssystems unter UV-Bestrahlung dokumentiert und ausge-
wertet.

2.2.9 Makrorestriktionsanalyse des Gesamtgenoms in der Pulsfeld-

gelelektrophorese (PFGE)

Die Makrorestriktionsanalyse der DNS von E. faecalis- und E. faecium-Isolaten
mittels Pulsfeldgelelektrophorese (modifiziert nach Goering und Duensing 1990 und
Miranda et al. 1991) wurde in Zusammenarbeit mit G. Werner (Robert Koch-Institut,
Wernigerode) durchgeflhrt.

Da nicht alle 180 Stamme untersucht werden konnten, musste eine Vorauswahl ge-
troffen werden. Die Isolate wurden daher jahrweise (die Isolate von 2009 und 2010
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wurden zusammengenommen) anhand ihrer phano- und genotypischen Merkmale in
Cluster unterteilt. Das heif3t, Stamme mit gleichem Resistenzmuster und Markerprofil
(esp, hyl) aus einem Jahr wurden in einem Cluster zusammengefasst. Bei den
Resistenzen gegen Vancomycin und Teicoplanin wurde allein der Genotyp bertck-
sichtigt. Es ergaben sich 64 Cluster. Aus 58 Clustern wurde der jeweils alteste, das
heil3t zuerst isolierte, Stamm ausgewahlt, um ihn zu typisieren. 6 Cluster wurden
nicht untersucht, bei 4 Clustern wurde jeweils ein weiterer Stamm charakterisiert. So-
mit wurden 62 Stammen per PFGE untersucht, was 2 Gele a 30 Proben (27 Isolate

und 3 Standards) und ein Gel a 10 Proben (8 Isolate und 2 Standards) ergab.

e Vorbereitung

Die Stamme wurden auf Blutagar angeziichtet. Zur Herstellung der ersten Uber-
nachtkultur wurden mit einem Glasstab 2-3 Einzelkolonien eines Stammes in ein
Glasréhrchen mit 5 ml BHI-Bouillon eingebracht. Der Ansatz wurde 24 h bei 37°C im

Inkubator unter leichtem Schwenken inkubiert.

e Tag 1 - Zelllysis

1 ml der Ubernachtkultur wurde in ein 1,5 ml Eppendorfreaktionsgefal Gberfiihrt und
bei einer Temperatur von 4°C und 15294 x g (12000 rpm) fur 5 min zentrifugiert. Der
Uberstand wurde abgegossen und das im EppendorfgefaR verbliebene Sediment in
1 ml PIV-Lésung mittels Vortexgerat resuspendiert. Die Suspension wurde bei einer
Temperatur von 4°C und 15294 x g (12000 rpm) fiir 5 min zentrifugiert. Der Uber-
stand wurde wiederum abgegossen und das Sediment nun in 0,7 ml PIV-LOsung re-
suspendiert. Diese Suspension wurde bei einer Temperatur von 4°C gelagert,
wahrend ein 1,2 %iges low melting point-Agarosegel hergestellt wurde. Hierflr wur-
den je 36 mg low melting point-Agarose in zwei Glasrohrchen eingewogen und mit
einer Pipette je 3 ml PIV-Losung hinzugefugt. Die Glasrohrchen wurden in einem
Wasserbad uber einem Gasbrenner erhitzt, bis das Agarosegel frei von Schlieren
war.

Nachdem die kuhl gelagerte Bakteriensuspension durch kurzes Vortexen homoge-
nisiert worden war, wurden 50 ul derselben mit 50 ul des noch flussigen Agarosegels
in einem Eppendorfgefall gemischt und sofort in den Giel3block pipettiert. Dieser
wurde 20 min bei 4°C gelagert, danach war das Agar osegel fest. Nun wurde 1 ml

Lysislésung in ein Eppendorfgefal® pipettiert und das Agarosegel mit den darin
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eingebetteten Bakterien mittels Schieber Uberfuhrt. Es folgte eine Inkubation von
18 h bei 37°C und 350 rpm im Thermomixer.

e Tag 2 — Deproteinisierung

Nach der Ubernachtinkubation der Probe wurde die Lysisldsung mit einer Pipette aus
dem Reaktionsgefal} entfernt. Zu dem im Reaktionsgefal} verbliebenen Agarosegel-
bléckchen wurde nun 1 ml ES-Puffer pipettiert. Es folgte eine einstiindige Inkubation
bei Raumtemperatur. Der ES-Puffer wurde entfernt und der Vorgang wiederholt. Im
Anschluss wurde 1 ml ESP-LAsung, welche die Endopeptidase Proteinase K enthalt,
zu dem Agarosegelbldckchen pipettiert und der Ansatz fur 20 h bei 50°C und

350 rpm im Thermomixer inkubiert.

e Tag 3 — Restriktase-Spaltung

Die ESP-L6sung wurde mit einer Pipette vorsichtig abgesaugt und das Agarose-
gelblockchen in ein Zentrifugenglas mit 14 ml TE-Puffer tberfuhrt. Wahrend einer
einstlndigen Inkubation bei Raumtemperatur wurde das Bléckchen mehrmals
vorsichtig aufgewirbelt, um es von der Glaswand zu I6sen und den Spulvorgang zu
optimieren. Nach Ende der Inkubationszeit wurde der TE-Puffer abgegossen und der
Vorgang dreimal wiederholt. Nach Beenden des letzten Spulvorgangs wurde das
Agarosegelblockchen vorsichtig in ein Eppendorf-Reaktionsgefal® mit 1ml 1x Sma |-
Puffer (Eigenproduktion) Gberfihrt. Nach einer Aquilibrierungszeit von 30 min bei
Raumtemperatur, wurde der Puffer mit Hilfe einer Pipette entfernt. In ein weiteres
Eppendorf-Reaktionsgefal® wurden nun je Probe 50 pl frischer 1x Sma [-Puffer
(Firma Roche) und 4 pl Sma I-Restriktionsenzym (10 Units/ pl) pipettiert. Nach
Durchmischen mittels Vortexgerat wurde dieser Ansatz in das Reaktionsgefafly mit
Agarosegelblockchen tberfuhrt. Wahrend dieses Arbeitsschrittes wurde auf Eis
gearbeitet. Im Anschluss wurde der Ansatz im Thermomixer bei 25°C und 300 rpm
fir 18 h inkubiert.

Die DNS-Erkennungssequenz der Restriktionsendonuklease Sma |, die von Serratia
marcescens gebildet wird, ist CCC|GGG. Im Rahmen der Makrorestriktionsanalyse
des Gesamtgenoms in der Pulsfeldgelelektrophorese kommen selten schneidende
Restriktionsenzyme zum Einsatz (Murray et al. 1990b). Bei Adenin-Thymin-(AT)-
reichen DNS-Sequenzen empfiehlt es sich daher, auf Enzyme zurlickzugreifen, die

Guanin-Cytosin-(GC)-Hexamere erkennen. Analog hierzu sollten bei GC-reichen
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Genomen Enzyme eingesetzt werden, die Hexanukleotide aus A und T erkennen
(Goering 1998). Inwiefern Sma | also fur das Schneiden einer bestimmten DNS
verwendet werden kann, hangt von dem GC-Anteil derselben ab. Hat die DNS einen
hohen GC-Anteil (z. B. Escherichia coli), so wird sie oft geschnitten, bei einem nied-
rigeren Anteil entsprechend weniger oft. Enterokokken gehoren zu den Bakterien mit
einem niedrigeren GC-Anteil der DNS (Murray et al. 1990b). Dieser liegt bei circa

40 % (Schleifer und Kilpper-Balz 1984). Fur Enterokokken ist Sma | daher das
Enzym der Wahl (Murray et al. 1990b).

e Tag 4 — Pulsfeldgelelektrophorese

Zunachst wurde ein 1 %iges Agarosegel hergestellt. Hierzu wurden 1,2 g Agarose in
ein Glasgefall eingewogen und 120 ml TBE-Puffer 1x hinzugegeben. Der Ansatz
wurde 2 min in der Mikrowelle (595 Watt) erhitzt, leicht geschwenkt und erneut erhitzt
bis das Agarosegel frei von Schlieren war. AnschlieRend wurde das Gel in die daftr
vorgesehene, zuvor mit 96 %igem Ethanol gereinigte, Gelkammer mit eingesetztem
Kamm gegossen. Nach Verfestigung des Gels wurde der Kamm vorsichtig entfernt.
Um den Restriktionsvorgang abzustoppen, wurden 30 pl des Bromphenolblau-
Ladepuffers zu dem inkubierten Probenansatz pipettiert und der Ansatz durch
leichtes Schwenken durchmischt. Das angefarbte Agarosegelbléckchen wurde mit
einem Glasschieber auf einen Objekttrager Uberfuhrt, mit einem Deckglaschen in
Form gebracht und in die Schlitze des Agarosegels Uberfuhrt. Die verwendeten
Utensilien wurden zuvor mit Ethanol 96 % gereinigt. Nach Beladen des Gels mit
Proben und Standards wurden die Schlitze mit 1,0 %igem Agarosegel verschlossen.
Nachdem die Pulsfeldgelelektrophoresekammer waagerecht ausgerichtet und zwei-
mal mit Aqua dest. gespult worden war, wurde der Laufpuffer — TBE-Puffer 1x — ein-
gefullt und auf 14°C vorgekuhlt. AnschlieRend wurde das Gel an der dafur vorge-
sehenen Stelle positioniert. Dann wurde die Pulsfeldgelelektrophorese gestartet. Die

Reaktionsbedingungen finden sich in Tabelle 2s.
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Tabelle 2s : Reaktionsbedingungen der Pulsfeldgelelektrophorese

Pumpenge- Temperatur Elektrische Spannung Pulszeiten
schwindigkeit Feldstarke
60 14 °C 6 Vicm 200V Block 1
1-11 sec fur 14 h
Block 2
11-30 sec fur 13 h

e Tag 5 - Auswertung

Nach Beenden der Pulsfeldgelelektrophorese wurde das Gel der Elektrophorese-
kammer entnommen und zur Visualisierung der DNS fur 30 min in ein Ethidium-
bromid-Bad gegeben. Anschliel3end wurde es 60 min im Wasserbad unter leichtem
Schwenken entfarbt. Die mittels PFGE aufgetrennten und durch die Farbung mit
Ethidiumbromid in UV-Licht sichtbaren DNS-Fragmente wurden mit Hilfe des Gel-
dokumentationssystems und der zugehdrigen Software (Quantity One® 1D Analysis-
Software) betrachtet und gespeichert.

Zur Auswertung der Gele wurde die Analyse-Software BioNumerics 6.0 genutzt.

2.2.10 Multi Locus Sequence Typing (MLST)

Ein Teil der bereits mittels Makrorestriktionsanalyse/PFGE untersuchten Vanco-
mycin-resistenten Enterokokken-Stamme wurde mit Hilfe des Multi Locus Sequence
Typings charakterisiert. Primer und Bedingungen zur Durchfuhrung der MLST-
Typisierung entsprechen den Angaben, die im Internet unter http://efaecium.mist.net
(Datenstand 01.02.2011) zu finden sind. Die Durchflihrung erfolgte in Kooperation
mit G. Werner (Robert Koch-Institut, Wernigerode).

Zunachst wurden die zu untersuchenden Isolate definiert. Hierzu wurde aus jedem
Cluster des PFGE-Dendogramms ab einem Ahnlichkeitslevel von = 80 % ein Stamm
ausgewahlt. Die 24 erhaltenen Stamme wurden weiter bearbeitet (der E. faecalis-
Stamm wurde hierbei vernachlassigt).

Im Rahmen des MLSTs wurden nun sieben ausgewahlte Haushaltsgene (house-
keeping genes) von E. faecium mittels PCR amplifiziert, wobei allerdings nicht die
kompletten Gene, sondern definierte interne Fragmente der Haushaltsgene verviel-
faltigt wurden (Tabelle 2t).
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Tabelle 2t : Haushaltsgene von E. faecium, die im Rahmen des MLSTs mittels
PCR amplifiziert wurden (Homan et al. 2002)

Gen Genprodukt Sequenzléange
(bp)

adk | Adenylatkinase 437

atpA | ATP-Synthase, a-Untereinheit 556

ddl D-Alanin-D-Alanin-Ligase 465

gdh | Glucose-6-Phosphat-Dehydrogenase 530

gyd | Glyceraldehyd-3-Phosphat-Dehydrogenase 395

pstS | Phosphat ATP binding cassette transporter 583

purK | Phosphoribosylaminoimidazol Carboxylase ATPase 492

Untereinheit

Ein PCR-Ansatz setzte sich aus 49 pyl Mastermix und 1 yl DNS zusammen (DNS-
Isolierung siehe Punkt 2.2.6). Der Mastermix wurde anhand des entsprechenden
Pipettierschemas (Tabelle 2u) in einem 1,5 ml Reagiergefal} hergestellt. Die bendtig-
ten Primer-Paare sind in Tabelle 2h aufgeflhrt. Die angegebenen Mengen der
Einzelkomponenten ergeben den Mastermix fur einen PCR-Ansatz. Wurde bei
mehreren Proben die gleiche PCR durchgefuhrt, wurde der Mastermix-Ansatz fur alle
Proben gemeinsam in ein 1,5 ml Reagiergefal® pipettiert. Hierzu wurde die Menge
der Einzelkomponenten fir einen PCR-Ansatz, das heil3t flir eine Probe, mit der
Anzahl der zu untersuchenden Proben multipliziert und die Komponenten fur eine
Negativkontrolle und einen zusatzlich bereitgestellten Ansatz hinzugefugt. Als
Negativkontrolle diente ein Ansatz aus Mastermix und 1 pyl Aqua dest. Die isolierte
DNS ebenso wie alle zur Herstellung des Mastermix verwendeten Reagenzien
wurden wahrend des Herstellens des PCR-Ansatzes auf Eis gelagert. Es wurde das
HotStarTaq Master Mix Kit verwendet, das neben der Taq DNA-Polymerase

(5 Units/pl) bereits Puffer mit MgCl, (3 mM) und dNTPs (je 400 uM) enthalt.
Desweiteren wurde das ebenfalls im Kit enthaltene RNase-freie Wasser benutzt.

49 pl Mastermix und 1 ul der isolierten DNS bzw. 1 ul Aqua dest. bei der Negativ-
kontrolle wurden in ein PCR-Tube pipettiert und vorsichtig gemischt. Die PCR-Tubes
wurden in den Thermocycler gegeben, der unverzuglich gestartet wurde. Das

Temperaturprofil zur Amplifizierung der Haushaltsgene zeigt Tabelle 2v.
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Tabelle 2u : Mastermix fur einen MLST-PCR-Ansatz (http://efaecium.mlst.net)

Reagenz Menge (ul)
HotStarTaq Master Mix Kit 25
Primer 1 (100 uM) 0,4
Primer 2 (100 uM) 0,4
RNase-freies Wasser 23,2

Tabelle 2v : Cyclerprofil zur Amplifizierung der E. faecium-Haushaltsgene

(http://efaecium.mist.net)

Schritt Temperatur (°C) Zeit

1. Denaturierung 95 15 min

2. Denaturierung 94 30 sec

3. Annealing 50 30 sec 35x
4. Synthese 72 30 sec

5. Synthese 72 5 min

6. Pause 4 00

Im Anschluss an die PCR folgte die Uberprifung der PCR-Produkte in einem

1,5 %igen Agarosegel. Schloss sich diese nicht direkt an, wurden die PCR-Tubes bei
2-8°C im Kuhlschrank, bzw. bei —=4°C im Gefriersch rank gelagert.

Das Agarosegel zur Uberpriifung der Amplifikate wurde wie unter Punkt 2.2.8 be-
schrieben hergestellt. Die Proben wurden in einer leeren Mikrotiterplatte vorbereitet.
Hierfar wurden in einen Napf 2 pl Bromphenolblau, 5 yl Aqua dest. und 5 pl des zu
prufenden PCR-Produkts pipettiert. Als DNS-Langenstandard wurde ein 100 bp
Marker verwendet. 1 ul desselben wurde mit 9 pyl Aqua dest. und 2 ul Bromphenol-
blau gemischt. Nun wurden die Taschen des Agarosegels mit den so vorbereiteten
Proben bestuckt und die Gelelektrophorese gestartet (Durchfuhrung der Gelelektro-
phorese siehe Punkt 2.2.8). Die Auftrennung und Visualisierung der Amplifikate im
Agarosegel diente zum einen als Erfolgskontrolle bezuglich der durchgefihrten PCR,
zum anderen der Abschatzung der in der Sequenzierreaktion einzusetzenden Menge
an PCR-Produkt.

Die Aufreinigung, sowie die Doppelstrangsequenzierung der amplifizierten Gen-
fragmente wurden von einem kommerziellen Sequenzierlabor (4base lab GmbH,

Reutlingen) durchgefihrt.
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Nach Erhalt der Elektropherogramme der amplifizierten Haushaltsgene, wurden die
Sequenzen mit Hilfe der DNA-Star-Software visuell auf ihre Auswertbarkeit Gberpruft.
Die Auswertung erfolgte mittels Ridom TraceEditPro-Software und
http://efaecium.milst.net (single locus sequence query), unter Zuhilfenahme derer an-
hand der zugrunde liegenden Sequenzen der Haushaltsgene ein spezifisches
siebenstelliges Allelprofil fur jedes der untersuchten Isolate erstellt wurde. Den je-
weiligen Allelprofilen wurde auf mist.net (allelic profile query) der entsprechende
Sequenztyp zugeordnet. Um einen Uberblick (iber die anhand von MLST-Daten er-
mittelte phylogenetische Verwandtschaft und die Populationsstruktur von E. faecium
geben zu kdnnen, sowie zur Einordnung der erhaltenen Sequenztypen in dieselbe,

wurde die goeBURST 1.2.1-Software verwendet.

2.2.11 Erhebung der zugehdorigen Kklinischen Daten

Die klinischen Informationen wurden mit Hilfe des Hybase 6® Statistik- und Analyse-
systems, des Orbis Klinikinformationssystems und des Swisslab Laborinformations-
systems eruiert. Die Kategorisierung der Krankheitsbilder erfolgte unter Zuhilfenah-

me der ICD-10-GM — der Internationalen statistischen Klassifikation der Krankheiten

und verwandter Gesundheitsprobleme (DIMDI 2011).
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3. Ergebnisse

3.1 Isolierung von Enterokokken-Stammen aus Probenmaterial

Wie bereits unter Punkt 2.2.2 beschrieben, erfolgte die Isolierung der Vancomycin-
resistenten Enterokokken aus Patientenmaterial in den Jahren 2005 bis einschliel3-
lich 2009 durch das diagnostische Labor des Instituts flir Medizinische Mikrobiologie
und Krankenhaushygiene der beschriebenen klinischen Einrichtung in Sidwest-
deutschland. Die 24 Stamme aus 2010 wurden im Rahmen dieser Doktorarbeit nach
dem unter Punkt 2.2.2 beschriebenen Procedere aus klinischen Materialien mit
folgenden Ergebnissen isoliert:

Die Kolonien dieser Isolate erschienen auf Enterococcosel™-Agar with Vancomycin
8 ul/ml dunkelbraun bis schwarz gefarbt. Nach Isolierung der Kolonien erfolgte eine
vorlaufige Empfindlichkeitstestung der Stamme im Agardiffusionstest bezuglich
Furazolidon, Mupirocin und Vancomycin. Alle 24 Isolate zeigten sich resistent gegen
Furazolidon und sensibel bezlglich Mupirocin. Aufgrund dieser Informationen wur-
den sie vorlaufig der Spezies E. faecium zugeordnet. Die Vancomycin-Resistenz der
Stamme wurde durch ihren fehlenden bzw. unscharf begrenzten Hemmhof (hazy
growth) um das Vancomycin-Blattchen herum bestatigt. Im daraufhin durchgefiihrten
D-Agglutinations- und Pyrrolidonylarylamidase-Test zeigten alle 24 Isolate positive
Reaktionen.

Diese Informationen fuhrten zur Aufnahme dieser — vorlaufig als Vancomycin-
resistente E. faecium eingestufte — Isolate in die VRE-Stammsammlung. Sie wurden

im Rahmen dieser Arbeit weiterfihrend untersucht.

3.2 Speziesidentifizierung
Die Speziesidentifizierung erfolgte mittels API rapid ID 32 Strep und Apiweb™-
Software wie unter Punkt 2.2.4 beschrieben. Die Ergebnisse fasst Tabelle 3a

Zusammen.
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Tabelle 3a: Mit API rapid ID 32 Strep inklusive Apiweb™-Software und PCR
erhaltene Identifizierungsergebnisse

Der %id-Wert beschreibt die relative Annaherung zu den unterschiedlichen Taxa der
Api-Datenbank, der T-Index die Nahe zum typischsten Profil innerhalb eines Taxons.

Der Begriff Taxon steht in diesem Fall fur Spezies (Apiweb ™-Informationen).

Identifizierungsergebnisse mit API rapid ID 32 Strep und Apiweb™-Software
Kommentar Grenzwerte Spezies
Ausgezeichnete %id = 99.9, T-Index = 0.75 | E. faecalis: 0
Identifizierung E. faecium: 21
Sehr gute Identifizierung | %id = 99.0, T-Index = 0.50 | E. faecalis: 1
E. faecium: 74
Gute Ildentifizierung %id = 90.0, T-Index = 0.25 | E. faecalis: 0
E. faecium: 38
Sehr gute Identifizierung | Identifizierung des E. faecalis: 0
auf Genusebene Genusniveaus (2-4 Taxa E. faecium: 18 ﬂcg
C
Gute Identifizierung auf | des gleichen Genus E. faecalis: 0 % é c
Genusebene werden ausgewahlt; E. faecium: 4 o2 B
- o
Akzeptierbare E. faecium galt jeweils als | E. faecalis: 0 ;“5’ iE“ E
. . n o
Identifizierung auf wahrscheinlichstes Taxon) | E. faecium: 2 GE, © 5
oY =
Genusebene 50 3
22
Zweifelhaftes Profil 4 (2 E. faecium, Do N
. S5 E
1 E. casseliflavus, | o 5, 5
_ N:© ©
1 E. gallinarum) s E &
50"
Unzulassiges Profil 1 (E. gallinarum) o 3 L
N @
Keine Identifizierung als Identifikation von -% 2 -‘,’:,’
[N
E. faecalis oder 17 Stammen als | o R)
N -
E. faecium E. gallinarum %’ L3
gesamt E. faecalis: 1
E. faecium: 179

Alle Stamme, fur die sich mittels API rapid ID 32 Strep und Apiweb™-Software keine
gute, sehr gute oder ausgezeichnete Identifizierung als E. faecalis bzw. E. faecium
ergab, wurden mittels PCR getestet. Es wurde bei diesen Stammen (n=46) eine PCR

(siehe Punkt 2.2.6-2.2.8) durchgefuhrt, deren Zielsequenz eine konservierte Spezies-
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spezifische rDNS-Sequenz von E. faecium darstellt. Alle 46 Stamme zeigten nach
gelelektrophoretischer Auftrennung Banden auf der gewunschten Hohe von 658 bp,
was das Vorhandensein der Zielsequenz im Genom bestatigte, und konnten somit
eindeutig als E. faecium identifiziert werden. Abbildung 3a zeigt eine Auswahl dieser
Stamme im Gelbild.

1 2 3 4 5 & T B8 9% 10 11 12 13 14

738 bp
615 bp
492 bp
369 bp
248 bp
123 bp

Abbildung 3a _: Amplifizierte Genfragmente der  E. faecium-Zielsequenz,

dargestellt mittels Gelelektrophorese auf einem 1,5 %igen Agarosegel. 1,
14=123 bp Marker, 2=Positivkontrolle, 13=Negativkontrolle, 3-12=untersuchte

Stamme.

Von den 180 untersuchten Stammen konnten also letztendlich 179 Stamme der

Spezies E. faecium und 1 Stamm der Spezies E. faecalis zugeordnet werden.

Somit wurde nur ein Isolat der Spezies E. faecalis untersucht. Trotz der kaum vor-
handenen Aussagekraft der hinsichtlich dieses einen Stammes erhaltenen Ergeb-
nisse wurde er mitgeflhrt, um folgendes zu verdeutlichen: Vancomycin-resistente
E. faecalis-Stamme treten zwar auf, sind aber nicht annahernd so haufig zu finden
wie Vancomycin-resistente E. faecium-Isolate. Dies gilt nicht nur flr das hier be-
schriebene Krankenhaus, sondern flr ganz Deutschland und eine Vielzahl euro-
paischer Lander (ECDC 2008 und 2009, PEG: PEG-Studie 2001/2004/2007; siehe
auch Punkt 1.2.8).
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3.3 Ergebnisse der Untersuchung der in vitro-Empfindlichkeit der Isolate
gegeniber verschiedenen Antibiotika mittels Agardiffusionstest

(Teicoplanin und Vancomycin siehe Punkt 3.4)

Das phanotypische Resistenzprofil der 179 als E. faecium identifizierten Isolate
wurde mittels Agardiffusionstest, wie unter Punkt 2.2.5 beschrieben, ermittelt. Die

Ergebnisse sind in Tabelle 3b dargestellt.
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Tabelle 3c zeigt eine vergleichende Zusammenfassung der Resistenzdaten der von
2005-2009/2010 untersuchten Blutkultur-Isolate und sonstigen Isolate.

Tabelle 3c : Vergleich der Resistenzdaten der insgesamt von 2005-2009/2010

untersuchten Blutkultur-lsolate und sonstigen Isolate der Spezies E. faecium
(n=179)
Antibiotikum Blutkultur-Isolate (n=31) Sonstige Isolate (n=148)
Anteil in % (n) Anteil in % (n)
r i S r [ S
Ampicillin 100 (31) 0 (0) 0 (0)] 100 (148) 0 (0) 0 (0)
Daptomycin 0 (0) 0(0)| 100 (31) 1,4 (2) 0 (0) | 98,6(146)
Doxycyclin 645 (2)| 6,4512)] 87,1 27)| 27 4| 3,4(5) ] 93,9(139)
Erythromycin | 93,5 (29) 0 (0) (2) | 99,3(147) 0| o,7 (1)
Gentamicin* 12,9 (4) 0(0)| 87,1(27)] 28,4 (42) 0(0)| 71,6(106)
Levofloxacin 100 (31) 0 (0) 0 (0)] 100 (148) 0 (0) 0 (0)
Linezolid 32 (1) 0 (0) | 96,8 (30) 1,4 (2) 0 (0) | 98,6(146)
Nitrofurantoin | 38,7 (12) 0(0)| 61,3(19)] 51,4 (76) 0(0) | 48,6 (72)
Rifampicin 93,5 (29) 0 (0) (2)§ 95,3(141) 00)| 47 (7)
Tigecyclin 0 (0) 0(0)| 100(31)] 0,7 (1) 0 (0) | 99,3(147)

r=resistent, i= intermediar-empfindlich, s= sensibel
*r= high level-resistent, s= low level-resistent bei Gentamicin

Fir jedes der getesteten Antibiotika fanden sich unter den 179 einbezogenen

E. faecium-Stdammen Isolate, die in vitro Resistenzen aufwiesen.

Sogar gegen die erst kurzlich auf den Markt gekommenen und als Reserve-Antibio-
tika verwendeten Chemotherapeutika Daptomycin (1,1 %), Linezolid (1,7 %) und
Tigecyclin (0,6 %) erschienen bereits einige der untersuchten Stamme zumindest in
vitro resistent. Auch bei Doxycyclin (3,4 %) liegt der Anteil resistenter Isolate niedrig.
Im mittleren Feld liegen die Daten fur Gentamicin und Nitrofurantoin: 25,7 % der
untersuchten Isolate zeigten in vitro eine high level-Resistenz gegen Gentamicin und
48,0 % waren resistent gegen Nitrofurantoin.

Mehr als 90 % der untersuchten E. faecium-Isolate hingegen zeigten sich in vitro
resistent gegen die Antibiotika Ampicillin (100,0 %), Erythromycin (98,3 %), Levo-
floxacin (100,0 %) und Rifampicin (95,0 %). Die erworbene Ampicillin-Resistenz bei
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E. faecium ist ein wichtiges Charakteristikum Hospital-assoziierter Stamme dieser
Spezies (Leavis et al. 2003, Willems et al. 2005).

Ausgehend von den erhaltenen Daten, Iasst sich hinsichtlich der untersuchten Isolate
in den Jahren 2005-2009/2010 fur einige der getesteten Antibiotika keine Verande-
rung der Empfindlichkeit feststellen (Ampicillin, Levofloxacin). Ein eindeutiger Trend
in Bezug auf Abnahme bzw. Anstieg der Empfindlichkeit gegentber den getesteten
Antibiotika ist nicht zu erkennen. Bei den Substanzen Gentamicin und Nitrofurantoin
nimmt der Anteil (high level-) resistenter Isolate zunachst ab, um dann (bis)
2009/2010 wieder leicht anzusteigen. Der Vergleich der Resistenzen von Blutkultur-

Isolaten und sonstigen Isolaten Iasst keine einseitige Haufigkeitsverteilung erkennen.

Die Abbildungen 3b und 3c stellen den Inhalt von Tabelle 3b grafisch dar.

100 -
=&— Ampicillin, bzw.
90 - Levofloxacin
80 A
Doxycyclin
S 70 A
£
3 60 =¥~ Erythromycin
hasl 50 -
—+— Gentamicin
40 A
30 - —&— Nitrofurantoin
20 -
10 4 —+— Rifampicin
0 1 1 Ll Ll 1

2005 2006 2007 2008  2009/2010
Abbildung 3b _: Resistenzdaten ( high level-Resistenz bei Gentamicin) der 179

von 2005-2009/2010 untersuchten E. faecium-Stamme im Uberblick (Ampicillin,

Doxycyclin, Erythromycin, Gentamicin, Levofloxacin, Nitrofurantoin,

Rifampicin)
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=@ Daptomycin
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Abbildung 3c_: Resistenzdaten der 179 von 2005-2009/2010 untersuchten
E. faecium-Stamme im Uberblick (Reserve-Antibiotika Daptomycin, Linezolid,

Tigecyclin)

3.4 Ergebnisse der phano- und genotypischen Untersuchung der
Teicoplanin- und Vancomycin-Resistenz
3.4.1 Phanotyp

Zunachst wurde die Empfindlichkeit der in die Untersuchung einbezogenen

E. faecium-Isolate (ngesamt=179) bezlglich Teicoplanin und Vancomycin phanotypisch
per Agardiffusionstest bestimmt (siehe Punkt 2.2.5). Die Ergebnisse hierzu sind in
den Tabellen 3d-f dargestellt.
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Tabelle 3d : Phanotypische Empfindlichkeitstestung

der 179 E. faecium-Isolate — Vancomycin

Jahr Anteil in % (n)
r [ S
2005 100,0 (55) 0,0 (0) 0 (0)
2006 100,0 (26) 0 (0) 0 (0)
2007 100,0 (29) 0 (0) 0 (0)
2008 100,0 (32) 0,0 (0) (0)
2009/2010 | 91,9 (34) 8,1 (3) 0,0 (0)
gesamt 98,3 (176) 1,7 (3) 0,0 (0)

r=resistent, i= intermediar-empfindlich, s= sensibel

Tabelle 3e: Phanotypische Empfindlichkeitstestung

der 179 E. faecium-Isolate — Teicoplanin

Jahr Anteil in % (n)
r [ S
2005 1,8 (1) 55(3)| 92,7 (51)
2006 7.7(2)| 231(06)| 692(18)
2007 17,2 (5) 6,9(2)| 75,9 (22)
2008 15,6 (5) 6,3(2)| 78,1(25)
2009/2010 5,4 (2) 2,7 (1) 91,9 (34)
gesamt 8,4 (15) 7,8 (14) | 83,8 (150)

r=resistent, i= intermediar-empfindlich, s= sensibel

Tabelle 3f: Vergleich der Resistenzdaten der insgesamt von 2005-2009/2010

untersuchten Blutkultur-Isolate und sonstigen Isolate beziiglich Teicoplanin

und Vancomycin

Antibiotikum Blutkultur-Isolate (n=31) Sonstige Isolate (n=148)
Anteil in % (n) Anteil in % (n)
r [ S r [ S
Teicoplanin 6,5(2)| 3,2(1)| 90,3 (28) 8,8(13)| 8,8(13)]|82,4(122)
Vancomycin | 100,0 (31) | 0,0 (0) 0,0 (0) § 98,0 (145) 2,0 (3) 0,0 (0)

r=resistent, i= intermediar-empfindlich, s= sensibel
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3.4.2 Genotyp

Zusatzlich zur Bestimmung des Phanotyps, wurde der Genotyp der 179 E. faecium-
Isolate ermittelt, welcher der Teicoplanin- und Vancomycin-Resistenz zugrunde liegt.
Da eine medizinische Relevanz derzeit nur flir den vanA- und den vanB-Resistenztyp
in Enterokokken besteht (Werner et al. 2008a), wurde die PCR-Detektion der Glyco-
peptid-Resistenz-Determinanten auf den Nachweis des vanA- und vanB-Gens be-
schrankt (Durchfihrung der PCR siehe Punkt 2.2.6-2.2.8). Bei 38 Stammen konnte

das vanA-Gen, bei 141 das vanB-Gen nachgewiesen werden (Abbildung 3e). Die

Stamme zeigten nach gelelektrophoretischer Auftrennung der DNS Banden auf der
gewunschten Hohe (vanA=377 bp, vanB=298 bp), wodurch das Vorhandensein der

entsprechenden Genabschnitte im Genom bestatigt wurde (Abbildung 3d). Eine de-

taillierte Auflistung der Verteilung des vanA- und vanB-Genotyps findet sich in den

Tabellen 3g und 3h.

1 2 3 4 & & 7T B8 g 10 11 12 13 14

Abbildung 3d : Amplifizierte vanA- und vanB-Genfragmente, dargestellt

mittels Gelelektrophorese auf einem 1,5 %igen Agarosegel. 1, 14=123 bp
Marker, 2=vanB-Positivkontrolle, 3=vanA-Positivkontrolle, 13=Negativkontrolle,

4-12=untersuchte Stamme.
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Tabelle 3qg : Jahrweise Auflistung der klinisch

bedeutsamen vanA-und vanB-Resistenztypen

unter den 179 untersuchten

E. faecium-Isolaten

Jahr Anteil in % (n)
vanA vanB
2005 7,3 (4) 92,7 (51)
2006 50,0 (13) 50,0 (13)
2007 31,0 (9) 69,0 (20)
2008 21,9 (7) 78,1 (25)
2009/2010 13,5 (5) 86,5 (32)
gesamt 21,2 (38) 78,8 (141)

Tabelle 3h : Anteile des vanA- und vanB-Genotyps unter den insgesamt

von 2005-2009/2010 untersuchten Blutkultur-Isolaten und sonstigen Isolaten

Resistenztyp Anteil in % (n)

vanA (n=38) vanB (n=141)
Sonstige Isolate (n=148) 23,0 (34) 77,0 (114)
Blutkultur-Isolate (n=31) 12,9 (4) 87,1 (27)

Abbildung 3e : Haufigkeitsverteilung des

179 in die Untersuchung einbezogenen

OvanA-Genotyp (n=38)
B vanB-Genotyp (n=141)

vanA- sowie vanB-Genotyps unter den

E. faecium-Isolaten

Bezuglich der Verteilung der Resistenz-Determinanten vanA und vanB ist innerhalb

des Untersuchungszeitraums kein eindeutiger Trend zu erkennen. Der Anteil vanB-
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positiver Isolate sinkt zunachst, um dann bis 2009/2010 wieder langsam anzustei-
gen, ohne allerdings den Hochstwert von 2005 zu erreichen.

Neun der untersuchten Stamme mit vanA-Gencluster zeigten in vitro einen VanB-
Phanotyp, das heil3t ihre MHK-Werte fur Teicoplanin lagen im sensiblen Bereich
(MHK = 8 pg/ml). Wahrend die Werte fur Teicoplanin bei Stammen mit VanB-
Genotyp jedoch Ublicherweise bei < 1 pg/ml liegen (Werner et al. 2007), zeigten
diese Stamme fir Teicoplanin MHK-Werte von 4-8 ug/ml.

Vierzehn der E. faecium-Stamme erschienen trotz des vanA-Genotyps in vitro
phanotypisch Teicoplanin-intermediar-empfindlich.

Drei der nicht durch das diagnostische Labor, sondern im Rahmen dieser Arbeit iso-
lierten Stamme erschienen im Agardiffusionstest (Etest®) Vancomycin-intermediar-
empfindlich (im Agardiffusionstest mit 5 ug Vancomycin-Blattchen zeigten sie einen
unscharf begrenzten Hemmbhof). Trotzdessen wurden diese Stamme mitgefuhrt und,
da sie sich als vanB-positiv erwiesen, in der Stammsammlung belassen. Daher sind
nicht 100 % der untersuchten Stamme per definitionem phanotypisch Vancomycin-
resistent, wie man es erwarten wurde, da doch die Vancomycin-Resistenz Kriterium
fur die Aufnahme in die Stammsammlung und Untersuchung ist. Alle untersuchten
Stamme (MHK-Werte fur Vancomycin im Bereich von 8 bis > 256 ug/ml) sind jedoch

vanA-, bzw. vanB-positiv.

3.5 PCR-Detektion des esp (enterococcal surface protein)-Gens

Alle 179 in die Untersuchung einbezogenen E. faecium-Isolate wurden mittels
Polymerase-Kettenreaktion auf das Vorhandensein des esp-Gens, das ein
Enterokokken-Oberflachen-Protein kodiert, gepruft (Reaktionsbedingungen siehe
Punkt 2.2.6-2.2.8). Stamme, die im Gelbild zunachst keine Banden auf der ge-
wunschten Hohe (475 bp) zeigten und somit als esp-negativ eingestuft wurden,
wurden noch einmal getestet, um die Ergebnisse zu bestatigen, bzw. um ein Nicht-
Funktionieren der PCR bei einzelnen Proben auszuschliel3en. Letztendlich zeigten
alle untersuchten E. faecium-Isolate Banden bei 475 bp, was das Vorhandensein des
esp-Gens im Genom bestatigte. Sie wurden somit esp-positiv gewertet (Abbildung
3f).
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615 bp
452 bp
369 bp
246 bp

123 bp

Abbildung 3f : Amplifizierte esp-Genfragmente, dargestellt mittels

Gelelektrophorese auf einem 1,5 %igen Agarosegel. 1, 7=123 bp Marker, 2,

3=Positivkontrolle, 4=Negativkontrolle, 5, 6=untersuchte Stamme.

3.6 PCR-Detektion des hyl-Gens

Die Reaktionsbedingungen zum Nachweis des hyl-Gens sind unter Punkt 2.2.6-2.2.8
beschrieben. Alle 179 untersuchten E. faecium-Stamme wurden mittels PCR auf das
Vorhandensein des hyl-Gens geprift. Dieses kodiert eine vermeintliche Hyaluronida-
se. Auch bei dieser PCR wurden Stamme, die im Gelbild keine sichtbaren Banden
auf der gewlnschten Hohe von 661 bp zeigten und damit als hyl-negativ gewertet
wurden, ein zweites Mal gepruft, um das Ergebnis zu bestatigen, bzw. ein Nicht-
Funktionieren der PCR bei einzelnen Proben auszuschliel3en. 145 E. faecium-
Stamme zeigten sichtbare Banden bei 661 bp (dies galt als Bestatigung des Vor-
handenseins des hyl-Gens im Genom) und sind somit hyl-positiv, bei 34 E. faecium-
Stammen konnten keine Banden nachgewiesen werden. Sie wurden somit hyl-

negativ gewertet (Abbildung 39).
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738 bp
615 bp
492 bp
369 bp

246 bp

123 bp

Abbildung 39 : Amplifizierte hyl-Genfragmente, dargestellt mittels Gelelektro-

phorese auf einem 1,5 %igen Agarosegel. 1, 13=123 bp Marker, 2=Positivkontrol-

le, 12=Negativkontrolle, 3-11=untersuchte Stamme.

3.7 Ergebnisse der Untersuchung des E. faecalis-Isolates

Die Untersuchung des 2006 isolierten E. faecalis-Isolates verlief nach dem gleichen
Procedere wie die Untersuchung der E. faecium-Isolate. Bei der in vitro Empfindlich-
keitstestung per Agardiffusionstest zeigte sich der E. faecalis-Stamm empfindlich
gegenuber Ampicillin (bei E. faecalis hat die Ampicillin-Resistenz im Gegensatz zu
E. faecium zumindest in Mitteleuropa keine medizinische Bedeutung; Werner et al.
2008a; siehe auch Klare et al. 2011), Daptomycin, Doxycyclin, Erythromycin, Line-
zolid, Nitrofurantoin, Teicoplanin und Tigecyclin. Desweiteren erschien er low-level-
resistent gegentber Gentamicin und intermediar-empfindlich beztglich Rifampicin.
Resistent zeigte er sich gegen Levofloxacin und Vancomycin. Mittels PCR konnte
sowohl das vanB-Resistenzgen als auch der Virulenzfaktor esp nachgewiesen

werden. Auf einen Nachweis des hyl-Gens wurde verzichtet.

3.8 Ergebnisse der Makrorestriktionsanalyse des Gesamtgenoms in der
Pulsfeldgelelektrophorese (PFGE)

62 der 180 in die Untersuchung einbezogenen Isolate wurden mittels Makrorestrik-
tionsanalyse und Pulsfeldgelelektrophorese unter den bei Punkt 2.2.9 beschriebenen

Bedingungen charakterisiert. Die Auswertung erfolgte mittels Dice-Koeffizient und
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einer UPGMA-Berechnung mit Hilfe der Analyse-Software BioNumerics 6.0 (Para-
meter ,optimization® 0,5 und ,tolerance” 1,0).

Neben 61 ausgewahlten E. faecium-Isolaten wurde auch der eine E. faecalis-Stamm
(Ngesamt=62) mittels PFGE untersucht und zur Abgrenzung in der Abbildung belassen.
Betrachtet man die DNS-Bandenmuster der untersuchten E. faecium-Isolate im Gel-
bild, sowie das zugehdrige Dendogramm, fallt eine deutliche genotypische Hetero-

genitat derselben auf (Abbildung 3h). Gleichzeitig werden aber auch Cluster eng

verwandter Isolate identifiziert (es sei nochmals daran erinnert, dass die typisierten
Isolate anhand bestimmter Merkmale vorselektiert wurden und letztlich mehrere
Isolate reprasentieren kdnnen). Die groften Ubereinstimmungen beziiglich ihrer
DNS-Bandenmuster zeigen zum einen die Isolate 577 und 559, zum anderen die
Isolate BK 1822 und 581 (Abbildung 3h, Cluster Ill und V). Die Isolate 577 und 559
stammen beide aus Probenmaterial von Patienten der Klinik fur Hamatologie und
Onkologie und wurden zeitnah isoliert (559 am 26.12.2007, 577 am 22.01.2008). Die
Muster der DNS-Banden stimmen zu 97 % Uberein, wie die der Isolate BK 1822 und
581. Zwischen der Isolierung dieser Stamme liegt jedoch eine langere Zeitspanne
(BK 1822 am 30.01.2009, 581 am 08.03.2010) und sie stammen von Patienten
verschiedener Fachgebiete. Betrachtet man Abbildung 3h weiter, erkennt man, dass
die Ubrigen Stamme eine Vielzahl weiterer Cluster bilden. Die geringste Uberein-
stimmung bezuglich der DNS-Bandenmuster der untersuchten E. faecium-Isolate
findet man zwischen Cluster | und Il, deren Bandenmuster nur zu 54 % uberein-
stimmen.

Legt man der Definition eines Stammes einen Ahnlichkeitswert von 87 % (bzw. 82 %)
zugrunde (Morrison et al. 1999; siehe Diskussion), so erhalt man innerhalb der 61
untersuchten E. faecium-Isolate 43 (bzw. 29) Cluster, wobei man die Isolate eines
jeden Clusters zu einem Stamm zusammenfassen wurde (Abbildung 3h). Innerhalb
dieser 43 (29) Stamme — jenseits der 87 % (82 %)-Grenze — besteht ebenfalls geno-
typische Diversitat, das heil’t die DNS-Bandenmuster der Isolate eines Stammes
gleichen sich nicht vollig. Dies lasst sich durch das standige Auftreten genetischer
Ereignisse erklaren, das innerhalb eines Stammes zu einem gewissen Mal} erlaubt
ist. Betrachtet man die Daten und Informationen bezlglich der Isolierung der einzel-
nen Stdmme aus klinischem Material, so erkennt man, dass die Stdmme teilweise
uber Jahre hinweg isoliert wurden und durchaus auch aus Patienten verschiedener

Fachkliniken (Abbildung 3h, z. B. Cluster V). Vergleicht man das Vorkommen der
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Virulenzfaktoren esp und hyl, sowie der Gene vanA und vanB innerhalb eines
solchen Stammes, so gleichen sich die Isolate bezuglich dieser Eigenschaften meist.
Abweichungen sind jedoch zu beobachten und in der tabellarischen Auflistung der
Zusatzinformationen in Abbildung 3h farbig hervorgehoben. Zur Orientierung sind die
Cluster, die sich ergeben nutzt man den Ahnlichkeits-Grenzwert 82 %, in der Tabelle
durch Trennlinien voneinander abgesetzt. Wo nétig, finden sich Hilfslinien, die Ab-

grenzungen von Subclustern innerhalb dieser Cluster anzeigen.

Die Fragestellung, inwiefern es sinnvoll ist, die Stammgrenze ohne Berucksichtigung
weiterer Informationen bei einem Prozentwert von 87 (82) zu ziehen, ist kritisch zu
behandeln und ist Gegenstand der Diskussion. Ungeachtet dessen, welchen
Ahnlichkeits-Grenzwert man zur Clustereinteilung nutzt, 18sst sich jedoch wohl
zusammenfassend sagen, dass die Ergebnisse dieser Untersuchung eindeutig eine

grofRe Diversitat der Isolate aufzeigen.

Um eine Uberdiskriminierung seitens der PFGE auszuschlieRen, das heilt um zu
vermeiden, dass die PFGE eine Diversitat vorspiegelt, die nicht gegeben ist, wurden

einige Isolate zusatzlich mittels MLST untersucht (siehe Punkt 3.9).
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Abbildung 3h : Ergebnisse der PFGE (Dice-Koeffizient und UPGMA-Berechnung
mittels BioNumerics 6.0-Software) — Bandenmuster mit Dendogramm sowie

tabellarischer Auflistung der zugehorigen Isolate, Verteilung der epidemischen
Marker esp/hyl, der Glycopeptid-Resistenz-Determinanten  vanA/vanB und
epidemiologischer Daten. Erklarungen zu Farben- und Zeichencode finden sich im
Text. Die in der Spalte ,Bereich“ verwendeten Abkurzungen der einzelnen Fachge-

biete/Kliniken finden sich gelistet im Abkurzungsverzeichnis.
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3.9 Ergebnisse des Multi Locus Sequence Typings (MLST)

Alle 24 zur Typisierung mittels MLST (Durchfihrung siehe Punkt 2.2.10) ausge-
wahlten Vancomycin-resistenten E. faecium-Stamme zeigten im Gelbild beztglich
der sieben nachzuweisenden Haushaltsgene (adk, atpA, ddl, gdh, gyd, pstS, purK)
Banden auf der gewlinschten Héhe, wodurch deren Vorhandensein im Genom
bestatigt wurde. Zu beachten ist hierbei, dass die PCR-Produkte um einige
Basenpaare groRer sind, als die angegebene Sequenzlange der MLST-Allele
(Tabelle 2t). Man amplifiziert und sequenziert einen groReren Bereich als man
letztendlich fur die Analyse bendtigt. Dieses Vorgehen dient der Sicherheit, gut
auswertbare Sequenzen zu erhalten, auch wenn diese an Anfang und Ende
schlechter lesbar sind.

Nach der Sequenzierung der PCR-Produkte und der visuellen Uberpriifung der
Auswertbarkeit der erhaltenen Sequenzen erfolgte die Auswertung derselben. Die
jeweiligen Allelprofile der untersuchten Stamme, sowie die zugehoérigen MLST-

Sequenztypen (STs) sind in Tabelle 3i dargestellt.

Tabelle 3i: Tabellarische Auflistung der erhaltenen Allelprofile, sowie der

zugehdrigen Sequenztypen (STs)

Untersuchte E. faecium-Isolate Alleltyp ST
(n=24) adk | atpA | ddl | gdh | gyd | pstS | purK

277, 285, 532, 542, 570, 1 1 1 1 1 7 1 202
BK 1358, 1571, BK 2012

20, 561, 577, 586, BK 837, 1 15 1 1 1 7 1 192
BK1921, BK 1935

91, 556 1 15 1 1 1 1 1 78
BK 888, BK 1803 1 9 1 1 1 1 1 117
286 1 1 1 1 1 1 1 17
43 1 7 1 1 5 1 1 18
92 1 7 1 1 5 7 1 262
95 1 1 28 1 1 1 1 306
115 1 15 1 1 1 20 44 | 412

Die untersuchten Isolate konnten neun verschiedenen Sequenztypen zugeordnet
werden, was die Aussage der PFGE bestatigt. Wahrend ST 202 (n=8) und 192 (n=7)
haufiger auftraten, wurden andere STs nur vereinzelt nachgewiesen (Tabelle 3i). Alle
identifizierten MLST-Typen gehéren dem klonalen Komplex 17 (CC17) an (Abbildung
3i). Die Ergebnisse der MLST-Typisierung zeichnen somit fur die untersuchten Isola-
te ein recht heterogenes Bild innerhalb des CC17.
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Abbildung 3i, die einen Einblick in die Populationsstruktur von E. faecium geben soll,
wurde mit Hilfe der goeBURST 1.2.1-Software angefertigt. Als Datengrundlage zur
Erstellung der Grafik diente eine 6ffentliche MLST-Database (http://www.mlst.net),
die alle zum Zeitpunkt der Erstellung (15.03.2011) hinterlegten Sequenztypen von

E. faecium umfasst (524 STs). Die Gruppendefinition umfasst Single- und Doppel-
Locus-Varianten. Insgesamt ergaben sich bezuglich der zugrunde liegenden Daten
43 Gruppen. Die Abbildung zeigt einen Ausschnitt der grofiten Gruppe (445 STs), die
den klonalen Komplex 17 umfasst, der hier vor allem dargestellt werden soll. Die
Charakterisierung ausgewahlter Isolate mittels MLST ermoglichte ihre Einordnung in
die E. faecium-Population, die Lokalisation der nachgewiesenen STs ist in Abbildung
3i besonders hervorgehoben.

Bei ST 17 handelt es sich um den Gruppen-Grinder (hellgriner Nodus), Unter-
gruppen-Grunder innerhalb des CC17 sind unter anderem ST 18, 78, 117 und 192
(dunkelgrine Nodi). Bei den MLST-Typen 78, 117, 202 und 306 handelt es sich um
Single-Locus-Varianten (SLV) von ST 17, bei ST 18 und 192 um Doppel-Locus-
Varianten (DLV) von ST 17 und bei ST 412 (DLV von ST 78 und 192) und ST 262
(SLV von ST 18) um Dreifach-Locus-Varianten von ST 17. Auf eine vollstandige
Auflistung der Verbindungen zwischen den erhaltenen MLST-Sequenztypen wurde

verzichtet.

Die erhaltenen STs stehen grofitenteils mit den PFGE-Clustern im Einklang (PFGE-
Cluster und ST gleichfarbig) und bestatigen diese somit. Dies zeigt Abbildung 3].
Stamme, die nur per PFGE untersucht wurden, wurden ebenso wie die mittels beider
Methoden typisierten Isolate desselben PFGE-Clusters markiert. Die Zuordnung
erfolgte rein spekulativ, da eine Bestatigung der entsprechenden MLST-STs aus-
blieb. Das Hauptanliegen bei Durchfihrung des MLSTs lag nicht in der Bestatigung
der erhaltenen PFGE-Cluster, sondern sollte Auskunft Uber eine vorliegende CC17-
Zugehorigkeit der untersuchten Isolate und eine mégliche Uberdiskriminierung
seitens der PFGE geben, was die Untersuchung aller PFGE-Isolate mittels MLST
nicht notig machte. Isolate, deren ST nur einmal nachgewiesen wurde, und die eine
etwas isolierte Stellung im PFGE-Dendogramm innehaben, wurden nicht farbig
markiert. FUnf Isolate des PFGE-Clusters | wurden mittels MLST untersucht und
dem ST 192 zugeordnet. Es clustert mit PFGE-Cluster Il, aus dem vier Stamme dem

ST 202 zugewiesen wurden, bei einem Ahnlichkeitslevel von 73 %. ST 202 ist eine
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SLV von ST 192. Sie stehen mit einem Stamm in Verbindung, der als ST 306 — einer
DLV von ST 202 — identifiziert wurde (Ahnlichkeitslevel 70 %). In Cluster Ill wurden
zwei Isolate dem ST 78 zugeordnet. In Cluster IV, das mit einem weiteren Isolat vom
ST 192 in Verbindung steht (Ahnlichkeitslevel 75 %), wurden zwei Isolate als ST 117
identifiziert. ST 117 ist eine DLV von ST 192, ST 78 eine SLV von ST 117 und 192.
Drei Isolate des Clusters V wurden dem ST 202 zugeordnet, ein Isolat von Cluster VI
dem ST 17, dem Grinder des CC17, dem alle erhaltenen STs angehdren. Er steht
mit allen anderen untersuchten Stammen in Verbindung (Ahnlichkeitslevel 54 %).
Eine etwas isolierte Stellung im PFGE-Dendogramm haben ST 18 und 412 inne. Die
drei untersuchten Isolate aus PFGE-Cluster VIl wurden den STs 192, 202 und 262
zugeordnet. ST 202 ist eine SLV von ST 192, ST 262 eine DLV dieser STs.
Desweiteren kombiniert Abbildung 3j die Ergebnisse der genotypischen Charakteri-
sierung mit epidemiologischen Daten. Neben Clustern, deren Isolate sowohl geno-
typisch als auch epidemiologisch in engerem Zusammenhang stehen (tabellarischer
Teil von Abbildung 3j, mit ,a)“ gekennzeichnet), existieren auch solche, fir deren
Isolate ein epidemiologischer Zusammenhang nur in weiterem Sinne hergestellt
werden kann, da Zeitpunkt bzw. Station (Fachgebiet) des Patienten bei Probenent-
nahme nicht Ubereinstimmen (tabellarischer Teil von Abbildung 3j, mit ,b)“gekenn-

zeichnet). Einige dieser Cluster sind exemplarisch fir alle hervorgehoben.

Es fallt auf, dass Isolate des gleichen MLST-Sequenztyps im PFGE-Dendogramm
teilweise recht weit auseinander liegen (ST 192 und 202; Abbildung 3j). Da die
Typisierung mittels MLST aber weniger diskriminierend ist als die Charakterisierung
mittels PFGE, ist es nicht verwunderlich, dass sich Isolate mit identischem MLST-
Sequenztyp in der PFGE unterscheiden und somit gleiche MLST-Sequenztypen in

verschiedenen PFGE-Clustern zu finden sind.
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Abbildung 3j : Ergebnisse der genotypischen Charakterisierung (MLST und

PFGE) sowie tabellarische Auflistung der zugehorigen Isolate, Verteilung der
epidemischen Marker esp/hyl, der Glycopeptid-Resistenz-Determinanten
vanA/vanB und epidemiologischer Daten. Ro&mische Zahlen=PFGE-Cluster,
ST=MLST-Sequenztyp, arabische Ziffern siehe Text. Die in der Spalte ,Bereich®
verwendeten Abklrzungen der einzelnen Fachgebiete/Kliniken finden sich gelistet im

Abkurzungsverzeichnis.
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3.10 Klinische Daten

Die klinischen Informationen wurden mit Hilfe der unter Punkt 2.2.11 aufgeflihrten
Software eruiert. Zu Beginn sei erwahnt, dass im Folgenden keine allgemeingultigen
Aussagen getroffen werden. Die Ergebnisse beziehen sich allein auf die im Rahmen
dieser Arbeit untersuchten E. faecalis- und E. faecium-Isolate (Ngesamt=180) und die

Patienten (n=179), aus denen sie isoliert wurden.

3.10.1 Geschlecht

Es wurde sowohl Probenmaterial mannlicher als auch weiblicher Patienten
untersucht. Der Anteil weiblicher untersuchter Patienten liegt bei 43,6 % (n=78), der

mannlicher untersuchter Patienten bei 56,4 % (n=101).

3.10.2 Alter

Das Alter der Patienten, deren Isolate im Rahmen dieser Arbeit untersucht wurden,
wurde zum Zeitpunkt der Entnahme des Probenmaterials bestimmt. Das
arithmetische Mittel des Alters der Patienten bei Probenentnahme betragt 57,7 Jahre

(Minimum 9, Maximum 87 Jahre).

3.10.3 Kliniken
Abbildung 3k gibt einen Uberlick, in welchen Fachkliniken und Einrichtungen des

beschriebenen sidwestdeutschen Krankenhauses der Maximalversorgung die
Patienten, von denen die untersuchten Isolate stammen, stationar aufgenommen

waren, bzw. behandelt wurden.
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Sonstige (n=21)

Pneumologie und
Allergologie (n=6)

Infektiologie (n=6)
Kardiologie (n=7)
Hamatologie und

Onkologie (n=82)

Nephrologie (n=13)

Allgemeinchirurgie

(n=13)
Gastroenterologie
und Hepatologie
_ Thorax-, Herz- und
(n=15)
Thorakale
Gefalchirurgie

(n=16)

Abbildung 3k _: Verteilung der Patienten (n=179), deren Probenmaterial

untersucht wurde, auf die einzelnen Fachgebiete eines Krankenhauses der
Maximalversorgung in Sudwestdeutschland. Pro Patient wurde ein Isolat der
gleichen Spezies untersucht. Von einem Patienten der Fachklinik fur Gastro-
enterologie und Hepatologie stammen ein E. faecalis- und zugleich ein E. faecium-
Isolat. Der Punkt ,Sonstige (n=21)“ setzt sich aus den Fachgebieten Gefalt- und
Endovascularchirurgie (n=4), Neurochirurgie (n=4), Unfall-, Hand- und Wieder-
herstellungschirurgie (n=3), Frauenheilkunde und Geburtshilfe (n=2), Stroke-Unit
(Neurologie) (n=2), (Kinder-) Urologie (n=2), Mund-, Kiefer- und Plastische
Gesichtschirurgie (n=1), Neurologie (n=1), Padiatrische Onkologie (n=1) sowie

Strahlentherapie und Onkologie (n=1) zusammen.

3.10.4 Zeitraum zwischen erster Aufnahme des Patienten im Klinikum

und erstem bekannten VRE-Nachweis
Der Median der Zeit zwischen der ersten Aufnahme des Patienten in dem

beschriebenen Krankenhaus und dem ersten bekannten Nachweis Vancomycin-
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resistenter Enterokokken liegt bei 75 d, der arithmetische Mittelwert betragt 428,7 d
(Minimum 0, Maximum 2669 d). Bei der Patientin mit E. faecalis- und E. faecium-
Isolat wurde sowohl die Zeit bis zum ersten Nachweis von E. faecalis als auch von
E. faecium berucksichtigt.

Da die Untersuchung auf VRE nicht bei allen Patienten, die in diese Arbeit einbe-
zogen wurden, innerhalb der ersten 48 Stunden des Krankenhausaufenthaltes
stattfand, sondern haufig erst zu einem spateren Zeitpunkt, ist es nicht mdglich zu
sagen, ob die VRE-Kolonisation bzw. —Infektion nosokomialen Ursprungs ist, das
heil3t wahrend des Krankenhausaufenthaltes erworben wurde, oder bereits vor

Aufnahme bestand.

3.10.5 Herkunft bzw. Wohnort der Patienten

Der grofdte Teil der Patienten, deren Isolate im Rahmen dieser Arbeit untersucht
wurden (Ngesamt=179), lebt in Deutschland (98,9 %, n=177). Nur 1,1 % (n=2) der
Untersuchten leben hingegen im Ausland (Griechenland, Saudi-Arabien). Von den in
Deutschland lebenden Patienten (n=177) kommen 91,5 % (n=162) aus Hessen,

5,1 % (n=9) aus Bayern, je 1,1 % (n=2) aus Baden-Wurttemberg und Rheinland-
Pfalz und je 0,6 % (n=1) aus Nordrhein-Westfalen und Thiringen.

Diese Menschen (n=177) kommen nicht nur aus verschiedenen Bundeslandern,
sondern leben auch in recht unterschiedlichen Siedlungsstrukturen. Wahrend 2,8 %
(n=5) der Patienten in Siedlungen mit weniger als 5000 Einwohnern leben, wohnen
26,0 % (n=46) in Kleinstadten (5000-20000 EW), 33,9 % (n=60) in Mittelstadten
(20000-100000 EW) und 37,3 % (n=66) in Groflstadten (> 100000 EW) (Brockhaus
1989, 1990 und 1991). Die meisten der Patienten, die aus den Grof3stadten
kommen, leben in Frankfurt am Main (n=51) und Offenbach (n=8), nutzen also das
beschriebene Klinikum als nahe gelegene medizinische Versorgungseinrichtung.
Stadte wie Frankfurt, Offenbach, aber auch Wiesbaden, Darmstadt oder Augsburg
stehen kleineren Siedlungen in landlichen Gegenden, wie z. B. Bessenbach oder

Fischbachtal gegenuber, die einigen Patienten als Wohnort dienen.

3.10.6 Grundleiden der Patienten
Die Grundleiden der Patienten, deren Isolate im Rahmen dieser Arbeit untersucht

wurden, wurden mit Hilfe der ICD-10-GM — der Internationalen statistischen Klassifi-
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kation der Krankheiten und verwandter Gesundheitsprobleme (DIMDI 2011) — ka-
tegorisiert und kodiert.

Der grofdte Teil der Grundleiden der untersuchten Patienten Iasst sich den Kapiteln
,Neubildungen® (n=100), ,Krankheiten des Kreislaufsystems* (n=32) und ,Krank-

heiten des Verdauungssystems® (n=22) zuordnen (Abbildung 3l).

Sonstige Krankheiten
(n=15)

Krankheiten des
Urogenitalsystems
(n=5)
Bestimmte infektiése
und parasitare
Krankheiten (n=5)

Krankheiten des
Verdauungssystems
(n=22)

Neubildungen (n=100)

Krankheiten des
Kreislaufsystems
(n=32)

Abbildung 3l : Grundleiden der 179 in die Arbeit einbezogenen Patienten. Der

Komplex ,Neubildungen® (n=100) setzt sich aus den Untergruppen ,Bdsartige
Neubildungen des lymphatischen, blutbildenden und verwandten Gewebes* (n=79),
,B0sartige Neubildungen der Verdauungsorgane® (n=7), ,Bdsartige Neubildungen der
Atmungsorgane und sonstiger intrathorakaler Organe® (n=3), ,Neubildungen
unsicheren oder unbekannten Verhaltens® (n=3) und sonstigen Neubildungen (n=8)
zusammen. Die Kategorisierung erfolgte mit Hilfe der ICD-10-GM (DIMDI 2011).

3.10.7 Letzte Informationen, die dem Klinikum Uber die in die Unter-

suchung einbezogenen Patienten vorliegen

Um eine Aussage bezuglich des weiteren Weges bzw. der weiteren Kranken-

geschichte der Patienten, deren Isolate in die Untersuchung einbezogen wurden,
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machen zu kdnnen, wurden die letzten Informationen, die dem Krankenhaus, an dem
diese Studie durchgefuhrt wurde, diese Personen betreffend vorlagen, eruiert.

2 (1,1 %) der Patienten befanden sich zu diesem Zeitpunkt in stationarer Behand-
lung, 49 (27,4 %) waren verstorben und 128 (71,5 %) entlassen worden.

Bei den VRE-Stammen der verstorbenen Patienten handelte es sich allein um

E. faecium-Isolate. Bei 30,6 % (n=15) der 49 verstorbenen Patienten wurden VRE
aus dem Blut isoliert, lag also ein septikdmisches Geschehen vor. Dies war hingegen
bei nur 12,3 % (n=16) von 130 Uberlebenden Patienten der Fall.

Der Median des Zeitraums zwischen dem ersten bekannten Nachweis von VRE

und dem Tod des Patienten liegt bei 15 d, das arithmetische Mittel betragt 40,31 d
(Minimum 0, Maximum 389 d). Es ist nicht bekannt, wie lange der Patient zum
Zeitpunkt des ersten bekannten Nachweises von VRE schon besiedelt bzw. infiziert
war.

Desweiteren ist unbekannt, inwiefern die Besiedlung bzw. Infektion mit VRE hinsicht-
lich des Todes der Patienten von Bedeutung war, da die direkte Letalitat aufgrund
der oft schwerwiegenden Grunderkrankung des Patienten (siehe Punkt 3.10.6) nur
schwer zu bestimmen ist. Der grofdte Teil der verstorbenen Patienten litt an Krank-
heiten, die den Komplexen ,Neubildungen® (n=24), ,Krankheiten des Kreislauf-
systems® (n=11) und ,Krankheiten des Verdauungssystems®* (n=10) zugeordnet
werden kdnnen (DIMDI 2011).

Das arithmetische Mittel des Patientenalters zum Todeszeitpunkt liegt bei 58,9

Jahren (Minimum 26, Maximum 82 Jahre).
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4. Diskussion

Im Rahmen dieser Arbeit sollte eine reprasentative Auswahl Vancomycin-resistenter
Enterokokken-Stamme eines sudwestdeutschen Krankenhauses der Maximalver-
sorgung hinsichtlich ihrer molekularen Epidemiologie charakterisiert werden. Ziel
sollte sein, die VRE-Population an dieser Einrichtung anhand relevanter Merkmale zu
beschreiben und eventuelle Veranderungen untersuchter Eigenschaften zwischen
2005 und 2010 aufzuzeigen. Weiterhin sollten die verwandtschaftlichen Beziehungen
zwischen den untersuchten Isolaten aufgedeckt und Ubertragungswege identifiziert
werden.

Aus den gesammelten Ergebnissen sollten — soweit moglich — Schllsse flr den
zukunftigen Umgang mit VRE an diesem Krankenhaus gezogen werden.
Desweiteren sollte analysiert werden, inwiefern sich eine Abgrenzung dieser aus
Patienten stammenden Isolate von animalen VRE-Stammen bestatigen lasst (siehe

auch Einleitung).

4.1 Speziesidentifizierung

Das kommerzielle Testsystem API rapid ID 32 Strep diente zur Bestatigung der
vorlaufigen Spezieszuordnung (siehe Punkt 2.2.2 und 2.2.4). In 133 (74,3 %) von
179 Fallen konnte das Isolat mittels API rapid ID 32 Strep mit ausgezeichneten bis
guten Ildentifizierungsergebnissen als E. faecium identifiziert werden, wodurch die
Ergebnisse der vorlaufigen Speziesbestimmung, bzw. friherer Untersuchungen
bestatigt wurden. Bei den ubrigen Isolaten war dies nicht moglich, obwohl alle 46
Stamme bei der vorlaufigen Speziesbestimmung und friheren Untersuchungen als
E. faecium identifiziert worden waren und die Spezies E. faecium eindeutig per PCR
bestatigt wurde (Tabelle 3a).

Das Problem der Speziesidentifizierung von E. faecium mittels verschiedenster
Techniken (Cheng et al. 1997) sowie mittels API rapid ID 32 Strep im Speziellen
(Hamilton-Miller und Shah 1999) ist durchaus bekannt. Ein méglicher Grund hierftr
ist die phanotypische Ahnlichkeit und das teils indifferente Verhalten bei bio-
chemischen Tests zwischen einzelnen Enterokokkenspezies einerseits und die
phanotypische Heterogenitat innerhalb der Spezies E. faecium andererseits (Cheng
et al. 1997, Devriese et al. 1993, Teixeira et al. 1995). Wahrend die Fehlerrate eines

standardisierten Tests, wie dem Testsystem API rapid ID 32 Strep, im Hinblick auf
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den ersten Aspekt durch die Auswahl aussagekraftiger, differenzierender Tests
minimiert werden kann, mag das Erfassen atypischer E. faecium-Isolate innerhalb
eines solchen standardisierten Testverfahrens nicht immer gelingen. Diese beiden
Aspekte konnten erklaren, weshalb 46 via PCR als E. faecium identifizierte Stamme
mittels AP nicht eindeutig als solche erkannt wurden.

Hamilton-Miller und Shah untersuchten 28 Vancomycin-resistente E. faecium-Isolate
mittels verschiedener Testsysteme, darunter auch das API rapid ID 32 Strep-Kit. Mit
Hilfe dieses Kits konnten nur 7 % (n=2) der Stamme eindeutig als E. faecium identi-
fiziert werden. In vielen Fallen erfolgte eine Identifizierung als E. casseliflavus oder
E. gallinarum, bzw. wurde die Zugehdrigkeit zu diesen Spezies als am wahrschein-
lichsten angegeben. Hamilton-Miller und Shah kamen zu dem Schluss, dass das
API-Kit fur eine Identifizierung von Vancomycin-resistenten E. faecium-Stammen
ungeeignet sei (Hamilton-Miller und Shah 1999).

Die im Rahmen dieser Arbeit erhaltenen Ergebnisse (siehe Punkt 3.2) zeigen ahnlich
wie die von Hamilton-Miller und Shah, dass, wenn auf eine andere Spezies verwie-
sen wurde, dies E. gallinarum war (keine Berucksichtigung angegebener Taxa bei
zweifelhaften und unzulassigen Profilen). Allerdings konnten — im Gegensatz zu den
Ergebnissen von Hamilton-Miller und Shah - 74,3 % der untersuchten VRE-Stamme
als E. faecium identifiziert werden. Zahlt man die Identifizierungen auf Genusebene,
bei denen als wahrscheinlichstes Taxon E. faecium angegeben wurde, hinzu, waren
es sogar 87,7 % (n=157). Dies zeigt zwar, dass es Isolate gibt, bei denen eine Identi-
fizierung nicht moglich ist und Missidentifizierungen auftreten kdnnen, was Zusatz-
tests oder weitere bzw. andere Untersuchungen, eventuell mittels PCR, nétig macht;
lasst aber den Einsatz des API-Testkits zur Identifizierung von E. faecium nicht
unbedingt ungeeignet erscheinen. Erwahnt sei noch, dass eine Uberpriifung der mit
ausgezeichneten bis guten Identifizierungsergebnissen bestimmten E. faecium-
Isolate mittels PCR ausblieb. Das Ergebnis des API rapid ID 32 Strep-Kits und die
der vorlaufigen Speziesidentifizierung bzw. friiherer Untersuchungen gentigten in
diesen Fallen. Auch die spater durchgeflhrten weiterfihrenden Untersuchungen
gaben keinen Grund zur Annahme, dass es sich um Missidentifikationen handeln
konnte, auch wenn dieses Risiko nicht durch eine Speziesidentifizierung mittels PCR
minimiert wurde.

Untersuchungen von Freney et al. befassen sich ebenfalls mit dem Einsatz des API

rapid ID 32 Strep-Kits. Sie konnten mit dessen Hilfe 100 % zuvor mittels konventio-
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neller Methoden bestimmter E. faecium-Isolate (n=12) als solche identifizieren
(Freney et al. 1992).

Auch wenn Untersuchungen zum Einsatz des API rapid ID 32 Strep-Kits bei

E. faecium teilweise recht unterschiedlich ausfallen, wird es haufig zur Identifizierung
dieser Spezies eingesetzt (Borgmann et al. 2007, Chuang et al. 2010, Naas et al.
2005).

AbschlieRend ist anzumerken, dass die Auswertung der Testergebnisse, insofern sie
visuell erfolgt, ein Stlck weit von Beurteilung und Erfahrung des Auswertenden ab-
hangt und diese subjektive Komponente das Identifizierungsergebnis beeinflussen
kann. Dies kann einzelne schlechte Identifikationsergebnisse bzw. Missidentifika-
tionen von E. faecium-Isolaten erklaren, liefert jedoch sicher nicht die Erklarung fir
die allgemeine ldentifikationsproblematik von E. faecium mittels standardisierter bio-

chemischer Testverfahren, wie z. B. API rapid ID 32 Strep, und anderer Methoden.

4.2 In vitro-Antibiotika-Empfindlichkeitstests der E. faecium-Isolate

.. Gegen alle Chemotherapeutika, die gegen Enterokokken eingesetzt wurden,
haben diese Bakterien Resistenzen entwickelt [...].“ .... (Werner et al. 2008a). Diese
Aussage wurde fur die in dieser Arbeit getesteten Antibiotika bestatigt.
Wahrend die Resistenzsituation gegen einige Antibiotika noch als recht gunstig zu
bewerten ist und nur einzelne Isolate Resistenzen aufweisen (Daptomycin, Linezolid,
Tigecyclin), gestaltet sich die Resistenzlage gegen andere Antibiotika ungunstig
(Ampicillin, Erythromycin, Levofloxacin, Rifampicin). Die Ergebnisse bestatigen das
Vorliegen einer bei E. faecium oft zu beobachtenden Multiresistenz und eines grof3en
Reservoirs erworbener Antibiotika-Resistenzen. Dies begulnstigt eine Verbreitung
unter Antibiotika-Selektionsdruck (Klare et al. 2003, Werner et al. 2008a).
Die Ergebnisse dieser Untersuchung machen dartber hinaus deutlich, dass bei In-

dikation einer Therapie das Spektrum an Therapieoptionen stark eingeschrankt ist.

Getestet wurde eine Auswahl an Antibiotika, die gegen Enterokokken wirksam sind
(siehe Punkt 2.2.5 und 3.3).

Die Daten dieser Arbeit sowie der verschiedenen Surveillance-Systeme und Studien,

die zum Vergleich einbezogen wurden, unterscheiden sich teilweise bezlglich der
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Herkunft bzw. Art der untersuchten Isolate (z. B. Infektions-/Besiedlungsisolate) so-

wie der zur Empfindlichkeitstestung genutzten Methoden und Grenzwerte.

4.2.1 Ampicillin

Alle 179 untersuchten E. faecium-Isolate erwiesen sich im in vitro-Empfindlichkeits-
test als resistent gegen Ampicillin. Die erworbene Ampicillin-Resistenz ist ein wich-
tiges Merkmal Hospital-assoziierter E. faecium-Stamme, die meist dem klonalen
Komplex 17 angehdren (Leavis et al. 2003, Willems et al. 2005). Verschiedene Stu-
dien im Rahmen der Antibiotika-Resistenz-Uberwachung zeigen, dass die Resistenz-
rate klinischer E. faecium-Isolate fur Ampicillin bei circa 90 % liegt (PEG: PEG-Studie
2004/2007, RKI: Antibiotika-Resistenz-Surveillance ARS 2008-2010). Das Epidemio-
logische Bulletin gibt bezugnehmend auf Einsendungen an das RKI von 2006 bis
2009 eine in vitro-Ampicillin-Resistenzhaufigkeit von > 98 % fur Vancomycin-
resistente E. faecium-Isolate (vanA-, vanB-Typ) an (RKI 2010). Klare et al., die
Besiedlungs- und Infektionsisolate der Spezies E. faecium (n=19) von Patienten
verschiedener deutscher Kliniken untersuchten, identifizierten alle Isolate als in vitro-
resistent gegen Ampicillin (Klare et al. 2005 — Tabelle 1 A). Leavis et al. untersuchten
E. faecium-Stamme unterschiedlicher Herkunft. Wahrend nur 3 % der 36 Vanco-
mycin-resistenten E. faecium-Surveillance-Isolate gesunder Menschen Ampicillin-
resistent waren, zeigten sich 31 % von 36 Vancomycin-resistenten Surveillance-
Isolaten hospitalisierter Menschen, 65 % von 20 VRE-Infektionsisolaten und 94 %
von 16 epidemischen, das heif3t im Rahmen eines Ausbruchs isolierten, Vanco-
mycin-resistenten Stammen Ampicillin-resistent (Leavis et al. 2003).

Dies lasst erste Ruckschlusse auf die im Rahmen dieser Arbeit untersuchten Vanco-
mycin-resistenten E. faecium-Stamme zu. Die in vitro nachgewiesene Ampicillin-
Resistenz spricht dafiir, dass es sich bei diesen Isolaten um Hospital-assoziierte
Stamme handelt und nicht etwa um Besiedlungsisolate gesunder Menschen, die
bereits bei der Aufnahme in das Krankenhaus kolonisiert sind.

Bezuglich bestehender Therapieoptionen wird schon jetzt deutlich, dass die her-
kommliche Standardtherapie bei Enterokokken-Infektionen im Falle der untersuchten
E. faecium-Stamme versagt: Da alle Isolate resistent gegen Ampicillin sind, ist der
sinnvolle Einsatz einer Ampicillin-Aminoglycosid-Kombination nicht mehr moglich.
Diese synergistisch wirkende Kombination ist bakterizid, versagt allerdings schon

beim Vorliegen einer Resistenz (high level-Resistenz im Falle des Aminoglycosids)
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gegen einen von beiden Kombinationspartnern (Murray 1990a, RKI 2010), weshalb
in einem solchen Fall auf den Einsatz dieser Antibiotika-Kombination verzichtet
werden sollte. Daruberhinaus ist eine Vielzahl der untersuchten Isolate zusatzlich

high level-resistent gegen das Aminoglycosid Gentamicin (siehe Punkt 4.2.4).

4.2.2 Doxycyclin

Die PEG-Studien von 2001 und 2004 dokumentieren fur E. faecium (n=110, bzw.
n=193) eine in vitro-Resistenzhaufigkeit von 28,2 %, bzw. 14,5 %. 9,1 %, bzw.

10,4 %, der Stamme waren intermediar-empfindlich (PEG: PEG-Studie 2001/2004).
Neuere Zahlen flachendeckender Studien stehen leider nicht zur Verfigung. Die im
Rahmen dieser Arbeit ermittelten Zahlen bezlglich der Doxycyclin-Empfindlichkeit
der untersuchten E. faecium-Isolate liegen deutlich unter den Werten der erwahnten
PEG-Studien: 3,4 % der Isolate zeigten sich in vitro resistent, 3,9 % intermediar-

empfindlich. Dies spricht flr eine relativ glinstige Resistenzsituation.

4.2.3 Erythromycin

98,3 % der untersuchten E. faecium-Isolate erschienen im in vitro-Empfindlich-
keitstest resistent gegen Erythromycin. Klare et al. untersuchten 19 E. faecium-
Isolate — Besiedlungs- und Infektionsisolate von Patienten verschiedener deutscher
Kliniken — und kamen zu ahnlich ungunstigen Ergebnissen: 100 % dieser Stamme
zeigten sich in vitro resistent gegen Erythromycin (Klare et al. 2005 — Tabelle 1A).
Eine weitere Studie dokumentiert fir vanA (n=490)- und vanB (n=404)-positive

E. faecium-Stdmme aus deutschen Kliniken, die zwischen 2008 und 2010 an das

RKI gesandt wurden, Resistenzhaufigkeiten von 93-99 % (Klare et al. 2011).

4.2.4 Gentamicin

Die Isolate wurden im Hinblick auf das Vorliegen einer high level-Resistenz getestet,
da die low level-Aminoglycosid-Resistenz zu den intrinsischen Resistenzen der
Enterokokken zahlt. Die Aminoglycosid-high level-Resistenz gehort zur Gruppe der
erworbenen Resistenzen (Murray 1990a, Werner et al. 2008a). In dieser Arbeit wur-
de allein das Aminoglycosid Gentamicin getestet. Bezlglich des Resistenzverhaltens
der untersuchten Isolate gegentber anderen Aminoglycosiden konnen keine verbind-

lichen Aussagen getroffen werden. Unterschiedliche Resistenzmechanismen und

97



Diskussion

Substratprofile Aminoglycosid-inaktivierender Enzyme sind hierfur verantwortlich
(Geisel et al. 2004/2005, Murray 1990a).

Bezliglich der Werte, die flichendeckende reprasentative Antibiotika-Uberwachungs-
systeme die Gentamicin-Hochresistenz in E. faecium betreffend dokumentieren, liegt
die Rate resistenter Isolate, die im Rahmen dieser Arbeit identifiziert wurde, im mitt-
leren Bereich. Hier zeigten sich 25,7 % der Stdmme in vitro high level-resistent
gegen Gentamicin. Die PEG-Studien geben Resistenzraten zwischen 32,1 und

35,2 % an, ARS fur 2008-2010 Resistenzhaufigkeiten zwischen 45,9 und 49,6 %
(PEG: PEG-Studie 2004/2007, RKI: Antibiotika-Resistenz-Surveillance ARS 2008-
2010). Das Epidemiologische Bulletin dokumentiert fir E. faecium-Isolate, die an
das RKI gesandt wurden, folgende Resistenzhaufigkeiten: Wahrend 2006/2007
13,6 % der E. faecium-Isolate in vitro high level-resistent gegen Gentamicin waren,
waren es 2008/2009 42,9 %. Der Grund fur den vermeintlichen Resistenzanstieg
zwischen den zwei Untersuchungszeitraumen konnte in methodischen Unter-
schieden zu finden sein, da unterschiedliche MHK-Breakpoints zur Auswertung
verwendet wurden (RKI 2010). Klare et al., die Vancomycin-resistente E. faecium-
Isolate (vanA n=490, vanB n=404) verschiedener deutscher Kliniken aus 2008-2010
untersuchten, ermittelten Gentamicin-Resistenzhaufigkeiten zwischen 39,7 und
56,9 % (Klare et al. 2011).

Laut Werner et al. tritt die Aminoglycosid-high level-Resistenz gehauft bei Hospital-
assoziierten E. faecium-Isolaten auf (Werner et al. 2008a). Daten des EARS-Net
identifizieren = 35 % der aus Blutkultur isolierten und aus Deutschland stammenden
E. faecium-Stamme als hochresistent gegen Gentamicin (ECDC 2009).

Bezuglich bestehender Therapieoptionen bei Enterokokkeninfektionen ist das Auf-
treten Gentamicin-hochresistenter E. faecium-Stamme als problematisch zu bewer-
ten (siehe Punkt 4.2.1).

4.2.5 Levofloxacin

ARS dokumentiert fr klinische Isolate der Spezies E. faecium bezlglich Levofloxa-
cin Resistenzraten zwischen 85 und 88 % fur 2008-2010 (RKI: Antibiotika-Resistenz-
Surveillance ARS 2008-2010). Die Resistenzsituation unter den im Rahmen dieser
Arbeit untersuchten E. faecium-Isolaten gestaltet sich noch ungunstiger: 100 %

dieser Stamme sind in vitro resistent gegen Levofloxacin.
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Laut Leavis et al. scheint eine Assoziation zwischen der Fluorchinolon-Hochresistenz
und Hospital-assoziierten E. faecium-Stammen zu bestehen. Diese Untersuchungen

beziehen sich allerdings auf Ciprofloxacin (Leavis et al. 2006, RKI 2010).

4.2.6 Nitrofurantoin

Der Einsatz von Nitrofurantoin als Therapeutikum ist umstritten, nicht nur wegen
eventuell auch an eukaryontischen Zellen auftretender mutagener und genotoxischer
Effekte (Kroker et al. 2002), sondern auch aufgrund weiterer schwerer Nebenwirkun-
gen, unter anderem an Lunge und Leber (Amit et al. 2002, Goemaere et al. 2008,
Wichelhaus 2004/2005). Aufgrund pharmakokinetischer Eigenschaften des Nitro-
furantoins werden therapeutisch wirksame Konzentrationen in Gewebe und Serum
nicht erreicht, wohl aber im Urin (Kroker et al. 2002, Wichelhaus 2004/2005). Daher
kann Nitrofurantoin bei durch VRE verursachten Harnwegsinfektionen und Zystitiden
eingesetzt werden (Heintz et al. 2010, Linden 2002, Swaminathan und Alangaden
2010, Wichelhaus 2004/2005).

48 % der untersuchten E. faecium-Stamme erschienen in vitro resistent gegen Nitro-
furantoin. Angaben vergleichbarer Untersuchungen oder flachendeckender Studien
zur Resistenzsituation bezuglich Nitrofurantoin in E. faecium fur Deutschland waren

leider nicht zu finden.

4.2.7 Reserve-Antibiotika Daptomycin, Linezolid und Tigecyclin

Die im Rahmen dieser Arbeit durchgefuhrten Untersuchungen zeigen, dass sogar
einige der untersuchten E. faecium-Isolate gegen die erst kiirzlich auf den Markt ge-
kommenen und als Reserve-Antibiotika eingesetzten Wirkstoffe Daptomycin (1,1 %),
Linezolid (1,7 %) und Tigecyclin (0,6 %) in vitro resistent sind, auch wenn die
Resistenzsituation unter den untersuchten Stdmmen insgesamt noch als recht
glnstig zu bewerten ist. Reprasentative Antibiotika-Uberwachungssysteme sowie zu
dieser Thematik durchgefuhrte Studien und Fallberichte kommen zu ahnlichen
Ergebnissen.

Flachendeckende Studien, wie die der Paul-Ehrlich Gesellschaft flir Chemotherapie
e. V. und das Antibiotika-Resistenz-Uberwachungssystem ARS des RKI, dokumen-
tieren ahnlich niedrige Linezolid-Resistenzraten fur klinische E. faecium-Stamme
(Daten zu Daptomycin und Tigecyclin sind leider nicht abrufbar). Laut ARS lag die
Resistenzhaufigkeit fur Linezolid in den Jahren 2008-2010 bei < 1 %, laut PEG-
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Studien bei = 1,6 % (PEG: PEG-Studie 2004/2007, RKI: Antibiotika-Resistenz-
Surveillance ARS 2008-2010). Das Epidemiologische Bulletin gibt, bezugnehmend
auf Einsendungen an das RKI von 2006 bis 2009, eine in vitro-Linezolid-Resistenz-
haufigkeit von = 0,7 % flr Vancomycin-resistente E. faecium-Isolate an (RKI 2010).
Klare et al. untersuchten vanA- und vanB-positive E. faecium-Isolate (n=894) aus
verschiedenen deutschen Kliniken. Sie dokumentierten fur die Jahre 2008-2010
Resistenzraten fur Linezolid von < 0,7 %, mit einer Ausnahme: 2010 lag der Anteil
Linezolid-resistenter vanA-positiver Stamme bei 4,2 % (Klare et al. 2011). Die
Resistenzsituation gegen Linezolid sieht also noch sehr gunstig aus, auch wenn es
seit dem Bericht Uber das erste Auftreten Linezolid-resistenter VRE in Deutschland
2002 (Halle et al. 2004) unter Linezolid-Therapie immer wieder zur Selektion von
Linezolid-resistenten Enterokokken-Stammen kommt (Klare et al. 2005, Seedat et al.
2006) und Untersuchungen von Klare et al. fiir eine nosokomiale Ubertragung
Linezolid-resistenter Stamme sprechen (Klare et al. 2005; Herrero et al. 2002 und
Rahim et al. 2003 berichteten tGiber mehrere Falle nosokomialer Ubertragung
Linezolid-resistenter Stamme aulerhalb Deutschlands). Dies widerspricht dem
Trend, den Untersuchungen von Raad et al. aufzeigten: Hier kam es innerhalb von
sechs Monaten nach dem klinischen Einsatz von Linezolid zu einer Abnahme der in
vitro-Empfindlichkeit Vancomycin-resistenter E. faecium-Stamme von 100 % auf

83 % (Raad et al. 2004).

Bezlglich Tigecyclin dokumentiert das Epidemiologische Bulletin fur die zwischen
2006 und 2009 ans RKI gesandten und untersuchten klinischen Vancomycin-
resistenten E. faecium-Isolate eine Resistenzrate von 0 % (RKI 2010). Kresken et al.
fuhrten zwei deutschlandweite Studien (German Tigecycline Evaluation Surveillance
Trial-Programm, G.-T.E.S.T | und II) durch, eine vor der Einfihrung von Tigecyclin
2005 und eine 2007, ein Jahr nachdem Tigecyclin in deutschen Kliniken zum Einsatz
kam. Keines der untersuchten klinischen E. faecium-Isolate erwies sich in vitro resis-
tent gegen Tigecyclin (Kresken et al. 2009). Klare et al. hingegen, die Vancomycin-
resistente klinische E. faecium-Isolate (n=894) untersuchten, die 2008-2010 an das
RKI gesandt wurden, konnten Tigecyclin-resistente E. faecium-Stamme identifizie-
ren. Die Raten lagen hier bei = 2,1 % (Klare et al. 2011).

Bezuglich Daptomycin sind Daten deutscher flachendeckender reprasentativer
Antibiotika-Uberwachungs-Studien rar. Die eben erwahnte Studie von Klare et al.

dokumentiert Daptomycin betreffend eine Resistenzhaufigkeit von 0 % (Klare et al.
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2011). Weltweit wurden allerdings Einzelfalle Daptomycin-resistenter E. faecium-
Stamme beschrieben (Fraher et al. 2007, Long et al. 2005).

4.2.8 Rifampicin

Die bezuglich des Ansamycins Rifampicin fur die in dieser Arbeit untersuchten

E. faecium-Isolate ermittelte Resistenzhaufigkeit von 95 % entspricht in etwa den
Resistenzraten (86-95 %), die das Epidemiologische Bulletin fir RKI-Einsendungen
von E. faecium-Isolaten des vanA- und vanB-Typs in den Jahren 2006-2009 doku-
mentiert, auch wenn der Prozentsatz Rifampicin-resistenter E. faecium-Isolate des
vanB-Typs mit 85,6 % in den Jahren 2006/2007 deutlich niedriger liegt (RKI 2010).
Bei Klare et al., die 19 E. faecium-Isolate von Patienten verschiedener deutscher
Krankenhauser untersuchten, lag die Resistenzhaufigkeit mit 78,9 % (n=15) ebenfalls
unterhalb der im Rahmen dieser Arbeit ermittelten Werte (Klare et al. 2005 — Tabelle
1 A). In einer weiteren Studie von Klare et al., bei der man 490 vanA- und 404 vanB-
positive klinische E. faecium-Isolate, die zwischen 2008 und 2010 an das RKI ge-
schickt wurden, untersuchte, lagen die ermittelten Resistenzhaufigkeiten bei > 90 %
(Klare et al. 2011). Mit Resistenzraten > 85 %, haufig sogar > 95 %, so wie auch bei
den in dieser Arbeit untersuchten Isolaten, ist die Resistenzsituation gegen

Rifampicin als ungunstig zu bewerten.

4.3 Vancomycin- und Teicoplanin-Resistenz der E. faecium-Isolate
Um Aussagen Uber eine vorliegende Vancomycin- und eventuell Teicoplanin-Resis-
tenz bei den zu untersuchenden E. faecium-Isolaten treffen zu konnen, wurde der

Resistenztyp sowohl phanotypisch als auch genotypisch bestimmt (siehe Punkt 3.4).

4.3.1 Phano- und genotypische Glycopeptid-Resistenz-Bestimmung

Die Vancomycin-Resistenz der untersuchten Stamme ist in vitro unterschiedlich stark
ausgepragt. Die Isolate zeigten gegenuber Vancomycin MHK-Werte von 8 bis

2 256 pg/ml. Dies hangt einmal von dem der Glycopeptid-Resistenz zugrunde liegen-
den Genotyp ab. Wahrend Stamme mit vanA-Gencluster in vitro oft recht hohe MHK-
Werte gegen Vancomycin zeigen (MHKvancomycin 16-1000 pg/ml), liegen die MHK-
Werte vanB-positiver Stamme meist einige Stufen darunter (MHKvancomycin 2-32
(-1000) pg/ml). Unterschiede in der Resistenzauspragung bestehen aber nicht nur

zwischen verschiedenen Genotypen, sondern auch innerhalb eines Genotyps, vor
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allem des vanB-Genotyps, kdnnen verschiedene Auspragungen auftreten. Werner et
al. untersuchten vanB-positive E. faecalis- und E. faecium-Stamme (n=174) bezlg-
lich ihrer in vitro-MHK-Werte gegenuber Vancomycin. Nur 28,2 % dieser Isolate zeig-
ten MHK-Werte = 32 pg/ml (Werner et al. 2007) und waren damit nach den in dieser
Arbeit genutzten CLSI-Breakpoints als Vancomycin-resistent eingestuft worden. Die
ubrigen 71,8 % vanB-positiver Stamme mit MHK-Werten von < 1 bis < 32 pg/ml
(Werner et al. 2007) waren somit GUberhaupt nicht als solche erkannt worden. Man
kann dieser Untersuchung zwei wichtige Aussagen entnehmen. Einmal zeigt sie,
dass bei Stammen des vanB-Genotyps Vancomycin-MHK-Werte von < 1 ug/ml bis
= 32 ug/ml maéglich sind. Desweiteren unterstreicht sie die Schwierigkeit, vanB-
Stamme phanotypisch als solche zu erkennen. Die Rate falsch-negativer Identifi-
zierungen kann somit zuweilen recht hoch sein. Auch bei 1,7 % (n=3) der im Rahmen
dieser Arbeit isolierten und untersuchten E. faecium-Stamme konnte das vanB-Gen
nachgewiesen werden, obwohl sie aufgrund der phanotypischen Resistenzbe-
stimmung nicht zu den Vancomycin-resistenten Enterokokken zahlen. Sie zeigten
bezlglich Vancomycin MHK-Werte von 8 bzw. 12 pg/ml und wurden demnach als
intermediar-empfindlich eingestuft. Erst weiterfihrende Untersuchungen detektierten
das vanB-Gencluster. Diese Stamme waren ohne die Anwendung molekularer
Methoden unentdeckt geblieben. Wie hoch die Anzahl unentdeckter vanB-positiver,
per definitionem aber Vancomycin-intermediar-empfindlicher, bzw. -sensibler

E. faecium-Stdmme an dem in dieser Arbeit beschriebenen sidwestdeutschen
Krankenhaus und anderen Einrichtungen wirklich ist, ist in den meisten Fallen
unbekannt. Findet eine Vorselektion statt (z. B. Anziichtung auf mit Vancomycin
angereicherten Nahrbdden, Bestimmung des Genotyps allein bei phanotypisch
Vancomycin-resistenten Isolaten), ist davon auszugehen, dass ein unbekannter
Anteil von VanB-Typ E.faecium undetektiert bleibt und die reale Rate vanB-positiver
E. faecium-Stamme um einiges hoher liegt. Die aus den Ergebnissen von auf PCR
basierenden Screeningmethoden im Vergleich zu phanotypischen Assays abgeleite-
te, vergleichbar hohe Falsch-Positiv-Rate flr die Vorhersage ,VanB* stellt einen
wichtigen Indikator fur den vermeintlichen hohen Anteil von nicht-diagnostizierten
VanB-VRE mit niedrigen Vancomycin-MHK dar (Ballard et al. 2005b, Stamper et al.
2007, Young et al. 2007).

Desweiteren zeigten 5,0 % (n=9) der untersuchten Stamme in vitro einen VanB-

Phanotyp, das heil’t, sie waren per definitionem Teicoplanin-sensibel, bei den detek-
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tierten Resistenzgenen handelte es sich aber um das vanA-Gencluster. Das Auftre-
ten solcher Stamme wurde bereits beschrieben (Eom et al. 2004, Lauderdale et al.
2002, Song et al. 2006, Werner et al. 2007). Einen ersten Hinweis hierauf gaben die
fur vanB-Stamme unublich hohen MHK-Werte (4-8 ug/ml) gegen Teicoplanin
(Werner et al. 2007).

Weitere 7,8 % (n=14) der E. faecium-Stdmme erschienen trotz des vanA-Genotyps in
vitro phanotypisch Teicoplanin-intermediar-empfindlich.

Abgesehen von diesen Fallen konnte bei 85,5 % (n=153) der 179 untersuchten

E. faecium-Stamme der vom Phanotyp des jeweiligen Isolates abgeleitete Genotyp
bestatigt werden.

Zusammenfassend lasst sich sagen, dass, wenn vanA- bzw. vanB-Stamme als
Vancomycin-resistent erkannt worden sind, eine Bestimmung des zugrunde liegen-
den Genotyps anhand des Phanotyps in den meisten Fallen moglich war. Sicherheit
brachte allerdings erst der molekulare Nachweis der verantwortlichen Resistenz-

gene.

Anbei sei erwahnt, dass die klinischen EUCAST-Breakpoints zur Interpretation der
MHK-Werte von Vancomycin und Teicoplanin bei Enterokokken 2010 geandert wur-
den, um den genannten Schwierigkeiten entgegenzutreten und die Ergebnisse der
phanotypischen Resistenzbestimmung zu optimieren (Vancomycin-resistent > 4 mg/l,
Vancomycin-sensibel < 4 mg/l, Teicoplanin-resistent > 2 mg/l, Teicoplanin-sensibel

< 2 mg/l; RKI 2010). Verwendet man diese modifizierten Grenzwerte anstelle der bis-
her Genutzten, ist eine korrekte Bestimmung des Geno- anhand des Phanotyps in

100 % der hier untersuchten Falle mdglich.

4.3.2 Epidemiologie der Glycopeptid-Resistenz-Determinanten

2003/2004 kam es zu einem Anstieg der Haufigkeit Vancomycin-resistenter

E. faecium-Stdmme in deutschen Krankenhausern (ECDC 2008 und 2009, Fahr et
al. 2004, PEG: PEG-Studie 2001/2004/2007, RKI 2008). 2005 erhdhte sich die VRE-
Pravalenz auch an dem in dieser Arbeit beschriebenen Krankenhaus der Maximal-
versorgung in Sudwestdeutschland. Wahrend in anderen deutschen Kliniken Gber-
wiegend der vanA-Resistenztyp anzutreffen ist und erst in den letzten Jahren ein An-
stieg der vanB-kodierten Resistenz zu beobachten ist (Klare et al. 2011, RKI 2010;

siehe unten), dominiert hier bereits seit 2005 der vanB-Resistenztyp. Der Anteil
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vanB-positiver Isolate unter den untersuchten E. faecium-Stammen lag fur die Jahre
2005-2010 bei 78,8 % und erreichte 2005 seinen bisherigen Hochstwert von 92,7 %.
Diese vergleichbar hohen Raten vanB-positiver E. faecium-Stamme stehen somit im
Gegensatz zu anderen deutschen Studien. Beispielsweise seien hier Angaben zu
Einsendungen an das Robert Koch-Institut aus den Jahren 2006-2009 erwahnt. In
den Jahren 2006-2008 lag der Anteil von E. faecium-Isolaten des VanA-Typs mit
82,5 % (n=249), 73,9 % (n=184) und 68,1 % (n=203) deutlich Uber dem der

E. faecium-Isolate des VanB-Typs (17,5 %, n= 53; 26,1 %, n= 65; 31,9 %, n= 95).
2009 lag der Anteil der VanB-Typ E. faecium-Stamme bei 52,5 % (n=157), der von
Isolaten des VanA-Typs bei 47,5 % (n=142; die Prozent-Angaben beziehen sich auf
die Gesamtzahl der in dem jeweiligen Jahr an das RKI gesendeten E. faecium-
Isolate des VanA- und VanB-Typs; RKI 2008 und 2010).

Die naheliegendste Erklarung fir die auRergewdhnlich hohe vanB-Rate an der be-
schriebenen sidwestdeutschen Einrichtung ware wohl, dass dieser die klonale Aus-
breitung einzelner vanB-positiver E. faecium-Stamme zugrunde liegt, was bedeuten
wulrde, dass neben den vanA-positiven Stammen eine Subpopulation eng verwand-
ter vanB-Stamme existiert. Allerdings widersprechen die Ergebnisse der Makrore-
striktionsanalyse mit anschlieRender Pulsfeldgelelektrophorese und die des Multi
Locus Sequence Typings dieser These: Die vanB-positiven Stamme stellen sich in
der PFGE insgesamt nicht als besonders eng verwandt sowie abgrenzbar zu den
vanA-Stammen dar und gehdren zudem verschiedenen MLST-Sequenztypen an.
Die Ergebnisse lassen vielmehr ein polyklonales Geschehen vermuten (siehe Punkt
4.6). Das Vorliegen einer polyklonalen Population hauptsachlich vanB-positiver

E. faecium-Stamme, sowie der Nachweis verschiedener Resistenzgene (vanA/vanB)
bei genetisch eng verwandten Stammen (siehe Punkt 3.8) sprechen daflr, dass ne-
ben einer vertikalen Ausbreitung1 von vanB-Stammen auch ein horizontaler Transfer?
des van(B)-Genclusters unter E. faecium-Stammen besteht.

Dies entspricht Beobachtungen anderer Autoren und ist Grundlage des derzeit favo-
risierten Modells zur Entstehung und Ausbreitung Hospital-assoziierter Vancomycin-

resistenter E. faecium-Stamme. Demnach breiten sich zunachst Vancomycin-

! Die vertikale Ausbreitung erfolgt durch ungeschlechtliche Zweiteilung der Bakterienzelle, wobei aus
einer Mutterzelle erbgleiche Tochterzellen entstehen, die dann — inklusive all ihrer Gene — von Patient
zu Patient Gbertragen werden kénnen (Valentin-Weigand 2011a).

2 Der horizontale Gentransfer findet in Form von Transformation, Transduktion und Konjugation statt.
Hierbei kdnnen genetische Informationen (z. B. Resistenzgene) zwischen Bakterienzellen innerhalb
eines Patienten ausgetauscht werden (Valentin-Weigand 2011b und 2011c).
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sensible Stamme des klonalen Komplex 17, die meist Ampicillin-resistent sind, sowie
die Virulenzfaktoren esp und hyl besitzen, im Krankenhaus aus und erwerben erst
spater die Determinanten fur Glycopeptid-Resistenz, wodurch sie auffallig werden
(Kawalec et al. 2000 und 2001, Klare et al. 2005, Leavis et al. 2003, Rice et al. 2003,
Suppola et al. 1999, Werner et al. 2008a, Willems et al. 2001 und 2005). Voraus-
setzung hierfur ist die Moglichkeit des horizontalen Transfers der Glycopeptid-
Resistenz-Determinanten. Von Werner et al. diesbezlglich durchgeflhrte Studien,
sowie Untersuchungen von Kawalec, Leavis and Willems et al., sprechen — neben
einem vertikalen Transfer und somit einer klonalen Ausbreitung — fur die Existenz
einer solchen horizontalen Ausbreitung der Resistenzgene (Kawalec et al. 2000 und
2001, Leavis et al. 2003, Werner et al. 2007, Willems et al. 2005). Wahrend die
Ergebnisse dieser Arbeit Letzteres vermuten lassen, bestatigen sie das Modell zur
Entstehung Vancomycin-resistenter Enterokokken nicht zwingend. Naturlich ist es
durchaus vorstellbar, dass zuvor Vancomycin-sensible Isolate, die sich bei Patienten
der in dieser Arbeit beschriebenen sudwestdeutschen Einrichtung ausgebreitet
haben, Glycopeptid-Resistenz-Determinanten aufnehmen und somit Vancomycin-
resistent und auffallig werden. Handelt es sich bei den Vancomycin-sensiblen
Stammen um eng verwandte Isolate und um unterschiedliche Glycopeptid-Resistenz-
Determinanten (vanA/vanB), konnte dies das oben beschriebene Auftreten unter-
schiedlicher van-Gene innerhalb eines PFGE-Clusters genetisch eng verwandter
Isolate erklaren.Es ist allerdings nicht auszuschlie3en, dass nach Ausbreitung
Vancomycin-resistenter Stamme zuvor vanB-positive E. faecium-Isolate durch Auf-
nahme des vanA-Genclusters und Verlust des vanB-Gens und umgekehrt, ihren van-
Genotyp wechseln. Dies wurde bereits bei Woodford et al. beschrieben (Woodford et
al. 1997) und kénnte ebenfalls erklaren, weshalb genetisch eng verwandte Isolate
verschiedene van-Gene tragen. Welches Szenario flr den hier vorliegenden Sach-

verhalt letztlich verantwortlich ist, bleibt ungeklart.

Auch wenn der horizontale Transfer von Resistenz-Determinanten, zusatzlich zu
einer klonalen Ausbreitung Glycopeptid-resistenter E. faecium-Stamme, zu der VRE-
Pravalenz an dem beschriebenen sudwestdeutschen Krankenhaus beitragen konnte,
stellt sich dennoch die Frage, weshalb hier im Gegensatz zu anderen deutschen
Kliniken der vanB-Resistenztyp dominiert. Denn wahrend das vanB-Gencluster ub-

licherweise chromosomal kodiert und nur selten Ubertragbar ist (Carias et al. 1998,
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Quintiliani und Courvalin 1996, Rice et al. 1998), werden die meisten der vanA-
Resistenz-Determinanten uber konjugative Plasmide Ubertragen (Werner et al. 1997
und 1999).

Die Lokalisation des vanB-Genclusters bei den untersuchten Isolaten sowie die
Identifizierung und Charakterisierung der die Glycopeptid-Resistenz vermitteInden
chromosomalen Elemente, sowie im Falle einer plasmidalen Lage die Typisierung
der Plasmide, kdnnten dem Verstandnis der VRE-Situation an dem beschriebenen
sudwestdeutschen Krankenhaus dienen. Ein Einbau in konjugative Plasmide bzw.
chromosomale Elemente und eine damit verbundene bessere Ubertragbarkeit des
vanB-Gens kdnnten zu den hohen Raten vanB-positiver E. faecium beitragen. Die
Identifizierung der vorliegenden Subtypen des vanB-Ligase-Gens wurde bezlglich
der vanB-kodierten Vancomycin-Resistenz eventuell vorsichtige Schlusse auf eine
gemeinsame oder verschiedene Quellen zulassen.

Abgesehen von bzw. zusatzlich zu genetischen Begebenheiten konnte auch eine
(unbewusste) Selektion vanB-positiver Stamme vorliegen und somit zum hohen
vanB-Anteil beitragen. Wahrend Teicoplanin vanA-positive E. faecium-Stamme
selektiert, kommt es durch die Anwendung von Vancomycin zur Selektion von vanA-
und vanB-positiven Stammen (Klare et al. 2005). Eine Selektion vanB-positiver
Stamme durch den Einsatz dieser Antibiotika ist also nicht moéglich. Eventuell besteht
ein genetischer Link zwischen vanB-Resistenz-Determinanten und Resistenzgenen
eines anderen Antibiotikums (siehe Punkt 4.8, Tylosin), sodass es zu einer unbe-
wussten Selektion vanB-positiver Stamme kommen kann. Die Lokalisation des vanB-
Gens, sowie die Charakterisierung eventuell vorliegender tbertragbarer Elemente

konnten hier erste Anhaltspunkte liefern.

Die Frage der Herkunft und Ausbreitung der van-Gene wird nicht zu klaren sein.
Hierzu ist ihr Vorkommen zu ubiquitar. Man findet sie nicht nur in verschiedenen
Enterokokkenspezies bei Mensch und Tier global verbreitet (Werner et al. 2008b;
siehe auch Punkt 1.2.8, 1.2.9 und 4.8), sondern es scheinen auch Reservoire der
Glycopeptid-Resistenz-Determinanten vanA und vanB aul3erhalb der Enterokokken
zu existieren (Ballard et al. 2005a und 2005b, Domingo et al. 2005, Guardabassi et
al. 2004 und 2005, Guardabassi und Agersg 2006, Stinear et al. 2001).
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4.4 Nachweis des esp-Gens in E. faecium

Das im Chromosom lokalisierte esp-Gen kodiert ein Enterokokken-Oberflachen-
Protein (enterococcal surface protein), das eine Rolle bei der Adhasion an Epithel-
zellen und der Bildung eines Biofilms zu spielen scheint (Heikens et al. 2007, Lund
und Edlund 2003, Shankar et al. 2001, Toledo-Arana et al. 2001). Der horizontale
Transfer per Konjugation wurde beschrieben (Oancea et al. 2004).

Das esp-Gen wurde zuerst in E. faecalis detektiert. Das gehaufte Vorkommen von
esp bei Infektionsisolaten von E. faecalis im Gegensatz zu Isolaten gesunder Indi-
viduen lie® Shankar et al. vermuten, dass der Besitz von esp mit einer erhdhten
Virulenz assoziiert ist (Shankar et al. 1999). Creti et al. wiesen das esp-Gen nicht
nur in Infektionsisolaten, sondern auch in 20 % der Isolate gesunder Menschen und
50 % aus der Umwelt stammender E. faecalis nach (Creti et al. 2004). Esp scheint
also in E. faecalis ubiquitar vorzukommen (siehe auch Werner et al. 2008a). Dies
scheint der von Shankar et al. vermuteten Assoziation mit einem etwaigen Virulenz-
effekt zunachst zu widersprechen. Allerdings besitzt E. faecalis im Vergleich zu

E. faecium ein héheres Virulenzpotential (Werner et al. 2008a). Das ubiquitare
Vorkommen von esp in E. faecalis kdnnte dazu beitragen. Weiterhin kénnte es daflr
sprechen, dass esp eine Rolle bei der Ausbreitung epidemischer Stamme spielt
(Eaton und Gasson 2002).

Das im Rahmen dieser Arbeit untersuchte E. faecalis-Isolat ist ebenfalls esp-positiv.
Es wurde aus dem Urin einer Patientin isoliert. Shankar et al. fUhrten Untersuchun-
gen zur Pathogenese aufsteigender Harnwegsinfektionen verursacht von E. faecalis
durch. In solchen Stammen ist das esp-Gen haufiger zu finden, als beispielsweise in
fakalen Isolaten. Die Ergebnisse lieRen schlussfolgern, dass dieses Oberflachen-
Protein die Kolonisation und Persistenz des Erregers begunstigt (Shankar et al.
2001).

Spater wurde das esp-Gen auch in E. faecium entdeckt (Baldassarri et al. 2001,
Coque et al. 2002, Eaton und Gasson 2002, Klare et al. 2005, Willems et al. 2001).
Willems et al. untersuchten humane epidemische und nicht-epidemische sowie
animale Vancomycin-resistente E. faecium-Isolate unterschiedlicher geographischer
Herkunft auf das Vorhandensein des esp-Gens. Wahrend dieses in 95,8 % der
epidemischen Isolate (n=120) detektiert wurde, konnte man es in keinem der nicht-
epidemischen Isolate (n=45), darunter auch Isolate gesunder Menschen, sowie in

keinem der animalen Isolate (n=98) nachweisen (Willems et al. 2001). Leavis et al.
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untersuchten Vancomycin-resistente und -sensible E. faecium-Stamme verschiede-
ner Lander (u. a. aus Deutschland) und kamen zu ahnlichen Ergebnissen: 94 % der
Vancomycin-resistenten Isolate (n=16), die man mit nosokomialen Ausbrichen in
Verbindung brachte, waren esp-positiv, desweiteren 40 % der Vancomycin-resisten-
ten (n=20) und 57 % der Vancomycin-sensiblen (n=73) klinischen Infektionsisolate.
Der Anteil esp-positiver Stamme an den Vancomycin-resistenten bzw. -sensiblen
Surveillance-Isolaten lag bei < 6 % (Leavis et al. 2003). Beide Studien zeigen, dass
eine Assoziation zwischen esp-Gen und Isolaten, die im Zusammenhang mit noso-
komialen Ausbrichen (und klinischen Infektionen) stehen, zu existieren scheint, so
dass sich ein Einfluss von esp auf die Ausbreitungsfahigkeit und eventuell auch
Virulenz von E. faecium-Isolaten vermuten lasst (Leavis et al. 2003, Willems et al.
2001). Ein ubiquitares Vorkommen von esp, wie bei E. faecalis, scheint nicht ge-
geben zu sein. Eine Studie von Klare et al. zeigt ebenfalls, dass das esp-Gen unter
Hospital-assoziierten E. faecium-Stammen weit verbreitet ist: 78,9 % (n=15) der
untersuchten Infektions- und Besiedlungs-Isolate (n=19) der Spezies E. faecium
aus verschiedenen deutschen Krankenhausern waren esp-positiv (Klare et al.

2005 — Tabelle 1 A). Auch das Epidemiologische Bulletin dokumentiert fur deutsche
Krankenhauser 2008/2009 anhand der RKI-Einsendungen ein haufiges Vorkommen
von esp in E. faecium. Wahrend 56,5 % der vanA-positiven E. faecium Stdmme
(n=345) esp-positiv waren, konnte das esp-Gen in 92,5 % der untersuchten vanB-
positiven (n=252) und 76,1 % der Vancomycin-sensiblen Isolate (n=46) nachgewie-
sen werden (RKI 2010).

Der Besitz der Determinante esp gilt mittlerweile als wichtiges Charakteristikum
Hospital-assoziierter Stamme (CC17) von E. faecium (Leavis et al. 2003, Willems et
al. 2001 und 2005; siehe auch RKI 2010, Werner et al. 2008a). Der Nachweis des
esp-Gens bei 100 % der im Rahmen dieser Arbeit untersuchten Vancomycin-
resistenten E. faecium-Isolate (siehe Punkt 3.5) spricht demnach daflr, dass es sich
bei diesen um solch Hospital-assoziierte (CC17) Stamme handelt. Erganzend sei
erwahnt, dass ein positiver Nachweis zwar fur ,Hospital-assoziiert spricht, ein ne-
gatives Ergebnis allerdings nicht dagegen. Dies macht eine Studie aus Schweden
deutlich. Nur bei einem Isolat aus 15 untersuchten Fallen Vancomycin-resistenter
CC17-E. faecium konnte das esp-Gen nachgewiesen werden (Bjarkeng et al. 2011).
Im Rahmen dieser Arbeit wurden sowohl Stdmme charakterisiert, die im Rahmen

eines Ausbruchs isoliert wurden, als auch Infektions- und Besiedlungsisolate, die
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nicht mit einem Ausbruchgeschehen in Verbindung gebracht werden kdnnen. Diese
Ergebnisse stehen nicht vollstandig im Einklang mit denen von Willems et al., die esp
in keinem der nicht-epidemischen Stamme nachweisen konnten und Leavis et al., die
esp hauptsachlich bei epidemischen und Infektions-Stammen nachwiesen (Leavis et
al. 2003, Willems et al. 2001), denn auch alle im Rahmen dieser Arbeit untersuchten
Besiedlungsisolate waren esp-positiv. Im Vergleich zu den von Klare et al. sowie
vom Epidemiologischen Bulletin flr deutsche Krankenhauser dokumentierten Haufig-
keiten esp-positiver E. faecium-Stamme, liegt die Rate bei den in dieser Arbeit unter-
suchten Stammen deutlich hoher.

Die im esp-Gen begriindete Fahigkeit zur Adhasion an Epithelzellen und Biofilm-
Bildung konnte die Ausbreitung der untersuchten Isolate an dem hier beschriebenen

sudwestdeutschen Krankenhaus begunstigen.

4.5 Nachweis des hyl-Gens in E. faecium

Das hyl-Gen ist plasmidal lokalisiert (Freitas et al. 2010, Laverde-Gomez et al. 2011)
und kodiert eine vermeintliche Hyaluronidase (Laverde-Gomez et al. 2011, Panesso
et al. 2011, Rice et al. 2003).

Rice et al. konnten in einem Maus-Infektions-Modell zeigen, dass es neben der
Antibiotika-Resistenz noch weitere Faktoren in E. faecium geben muss, die eine
gastrointestinale Besiedlung begunstigen. Andernfalls ware die Assoziation von
Stammen des klonalen Komplex 17 mit Ausbrichen und klinischen Infektionen nicht
zu erklaren. Auch wenn die Faktoren nicht eindeutig definiert wurden, verliehen
Gene, die im Zusammenhang mit der Ubertragung von hyl stehen, wenn nicht sogar
hyl selbst, E. faecium-Stammen die Fahigkeit, den Intestinaltrakt in hohem Male zu
kolonisieren (Rice et al. 2009). Bei einer weiteren Studie von Rice et al. wurden
Vancomycin-sensible und -resistente E. faecium-Stamme (n=577) unterschiedlicher
Herkunft und aus verschiedenen Landern (u. a. aus Deutschland), auf das Vor-
handensein von hyl untersucht. 17,7 % der untersuchten Stdmme waren hyl-positiv.
Sie stammten ausschlief3lich von hospitalisierten Personen (v. a. aus Nicht-Stuhl-
Isolaten). 98 % dieser Stdmme kamen aus den USA, 2 % aus Argentinien (Rice et al.
2003). Im Gegensatz zu deutschen Krankenhausern und Kliniken anderer euro-
paischer Lander waren also hyl-positive Vancomycin-resistente E. faecium-Stamme
bereits in den 90ern in US-amerikanischen Krankenhausern pravalent (Klare et al.

2005, Rice et al. 2003). Mittlerweile tragen aber auch viele E. faecium-Stamme aus
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deutschen Kliniken das hyl-Gen. Klare et al. wiesen in 52,6 % (n=10) der 19 aus
Patienten verschiedener deutscher Krankenhauser zwischen 2003 und 2004
isolierten E. faecium-Stamme das hyl-Gen nach (Klare et al. 2005 — Tabelle 1 A).
Das Epidemiologische Bulletin dokumentiert bezuglich des Nachweises von hyl in
den E. faecium-Einsendungen an das RKI fur die Jahre 2008 und 2009 folgende
Zahlen: 44,1 % bzw. 66,7 % der untersuchten vanA- bzw. vanB-positiven E. faecium-
Isolate (n=345/252) waren hyl-positiv.Desweiteren trugen 45,7 % der Vancomycin-
sensiblen Stamme (n=46) das hyl-Gen (RKI 2010). Die Ergebnisse der aufgefuhrten
Studien zeigen, dass das hyl-Gen unter Hospital-assoziierten Stammen der Spezies
E. faecium weit verbreitet ist, nicht nur in den USA, sondern nun auch in Deutsch-
land.

Der Besitz des Virulenzfaktors hyl gilt als Charakteristikum Hospital-assoziierter

E. faecium-Stamme bestimmter klonaler Linien (CC17) und scheint mit deren er-
hohten Ausbreitungspotential assoziiert zu sein (andere Virulenzfaktoren und Eigen-
schaften sind hier ebenfalls von Bedeutung; Freitas et al. 2010, Rice et al. 2003;
siehe auch RKI 2010, Werner et al. 2007). Daher wurden die 179 in die Arbeit ein-
bezogenen E. faecium-Isolate auf das Vorhandensein dieses putativen Virulenz-
faktors untersucht. In 81 % (n=145) der untersuchten Isolate wurde das hyl-Gen
nachgewiesen (siehe Punkt 3.6). Dieses Ergebnis erlaubt zwei Schlussfolgerungen,
die eng miteinander verknupft sind. Zum einen spricht der Besitz des putativen
Virulenzfaktors hyl dafir, dass es sich um Hospital-assoziierte Isolate des klonalen
Komplex 17 handelt (ein positiver Nachweis spricht fur ,Hospital-assoziiert®, ein
negativer Nachweis allerdings nicht dagegen), zum anderen kdnnte der unter den
untersuchten Isolaten weit verbreitete Besitz des hyl-Gens die Ausbreitung dieser
Stamme an der hier beschriebenen sidwestdeutschen Einrichtung beglnstigen. Eine
auffallige Verteilung des Virulenzfaktors wie bei Rice et al (Rice et al. 2003), die das

hyl-Gen vor allem in Nicht-Stuhl-Isolaten nachwiesen, wurde nicht erkannt.

Neuere Untersuchungen zeigen, dass es sich bei dem von hyl kodierten Protein
eventuell nicht um eine Hyaluronidase handelt. Aufgrund seiner Homologie zu
Hyaluronidasen anderer gram-positiver Erreger hatte man dies zwar vermutet
(Panesso et al. 2011, Rice et al. 2003), aber letztendlich konnte keine
Hyaluronidase-Aktivitat in hyl-positiven E. faecium detektiert werden (Laverde-

Gomez et al. 2011). Wahrscheinlich handelt es sich bei dem hyl-kodierten Protein
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um eine Glycosid-Hydrolase der Familie 84 (Panesso et al. 2011). Desweiteren ist es
bis heute nicht gelungen die Rolle von hyl als Virulenzfaktor zu bestatigen. Studien
von Panesso et al. sprechen dafur, dass es sich bei Genen der hyl-Region und hyl
selbst nicht um die Hauptmediatoren des Virulenzeffekts, der anscheinend von hyl-
tragenden Plasmiden ausgeht (siehe auch Rice et al. 2009), handeln kann. Wahr-
scheinlich sind andere Gene, die ebenfalls auf den recht gro3en hyl-Plasmiden lo-
kalisiert sind, relevanter (Panesso et al. 2011). Nichtsdestotrotz lasst sich aufgrund
des fast ausschliel3dlichen Vorkommens von hyl bei klinischen E. faecium-Isolaten die
Assoziation dieser Determinante mit unklarem Einfluss auf den Virulenzeffekt zu
Hospital-assoziierten E. faecium-Stammen nicht leugnen und somit ein Einfluss auf

die Virulenz dieser Isolate nicht vollig ausschlieRen.

4.6 Genotypische Charakterisierung reprasentativer E. faecium-Isolate
mittels Makrorestriktionsanalyse des Gesamtgenoms in der PFGE und

MLST — Analyse der Verwandtschaftsverhaltnisse

Unterschiedliche Resistenzprofile, sowie die unterschiedliche Verteilung der
Resistenzgene vanA/vanB und des Virulenzfaktors hyl (siehe Punkt 3.3, 3.4, 3.6)
lassen bereits ein polyklonales Geschehen vermuten. Die genotypische Charakteri-
sierung ausgewabhlter Isolate mittels PFGE und MLST sollte nun weitere Auskilnfte
darlber geben, ob die VRE-Pravalenz an dem hier beschriebenen Krankenhaus auf
der klonalen Ausbreitung eines oder einzelner Stamme basiert oder ob es sich um
ein polyklonales Geschehen handelt, das — ausgehend von diversen Infektions-
quellen — auf der Ausbreitung einer Vielzahl verschiedener Stamme beruht, und

somit die vorliegenden Vermutungen bestatigt.

4.6.1 Auswahl der zu untersuchenden Stamme

Da nicht alle 180 in die Untersuchung einbezogenen Enterokokken-Isolate mittels
PFGE typisiert werden konnten, musste eine Auswahl getroffen werden. Um trotz
des Informationsverlustes, der sich durch diese Beschrankung ergab, hinsichtlich des
oben geschilderten Bestrebens moglichst aussagekraftige Ergebnisse zu erzielen,
wurden die Isolate zunachst jahrweise nach phano- und genotypischen Kriterien
unterteilt (siehe Punkt 2.2.9). Hintergrund ist die Uberlegung, dass sehr eng ver-
wandte Isolate/Klone sich hinsichtlich dieser Kriterien gleichen mussten. Aus diesen

vorlaufigen Clustern wurde dann ein Isolat, teilweise auch mehrere, mittels PFGE
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charakterisiert. Bezuglich des Erstellens der vorlaufigen Cluster sind zweierlei Dinge
zu kritisieren: Zum einen wurde das Fachgebiet des Patienten, in dem er sich bei
Probenentnahme befand, sowie der genaue Zeitpunkt derselben nicht in die Cluster-
einteilung einbezogen. Dies hatte zu weiteren Differenzierungen gefihrt, was zwar
hinsichtlich der Genauigkeit forderlich gewesen ware, deren Umfang aber nicht hatte
bearbeitet werden konnen. Folglich hatte nur ein Bruchtteil der bestehenden vor-
laufigen Cluster untersucht werden kénnen. Prioritat hatte aber das Anliegen, einen
moglichst umfassenden Uberblick zu geben, weswegen auf den Einbezug dieser
Kriterien verzichtet wurde. Zum anderen basiert die Einteilung der Cluster zum Teil
auf dem Vorliegen identischer Resistenzprofile. Ein Schluss von Antibiogramm auf
verwandtschaftliche Verhaltnisse kann mitunter zu fehlerhaften Annahmen fuhren.
Morrison et al. zeigte, dass Isolate eines PFGE-Subtyps verschiedene Antibiogram-
me haben und Isolate verschiedener PFGE-Cluster (entfernt verwandt) identische
Antibiogramme aufweisen kdnnen (Morrison et al. 1999).

Wie bereits erwahnt, war das Geben eines umfassenden Uberblicks vorrangig (und
nicht die Bestatigung der vorlaufigen Clustereinteilung anhand phano- und geno-
typischer Kriterien, hierzu siehe unten). Daher wurden nicht viele Isolate einiger
weniger Cluster untersucht, sondern Isolate aus moglichst vielen Clustern typisiert,
wodurch sich natirlich die Anzahl der pro Cluster untersuchten Stamme reduzierte.
Auch wenn dieses Auswahlverfahren einige Nachteile mit sich bringt, so erschien es

doch dem Vorhaben — im Vergleich zu anderen Verfahren — am dienlichsten.

Es sei noch kurz erwahnt, dass aus vier vorlaufigen Clustern jeweils zwei Isolate
untersucht wurden. Diese Paare clusterten bei 97 %, 78 %, 73 % und 65 % und
zeigen somit, dass ein Schluss von Resistenzprofil, Markerverteilung und van-
Gencluster auf das bestehende Verwandtschaftsverhaltnis zwar maoglich ist, aber

nicht zwingend funktionieren muss.

Die per PFGE untersuchten E. faecium-Isolate konnten wiederum nicht alle mittels
MLST charakterisiert werden, so dass auch hier eine Vorauswahl getroffen werden
musste. Die Typisierung mittels MLST sollte zeigen, ob eine Uberdiskriminierung
seitens der PFGE vorliegt oder sich das heterogene Bild, das die PFGE zeichnet,
bestatigen lasst. Um dies trotz der reduzierten Anzahl zu untersuchender Isolate

bestmdglich umzusetzen, wurde aus jedem Cluster mit einem Ahnlichkeitslevel von
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= 80 % ein Isolat charakterisiert. Dies gewahrleistet nicht nur einen umfassenden
Uberblick, sondern ermdglichte auch grob die Bestatigung der Clustereinteilung
durch die PFGE, da mehrere Isolate der groReren Cluster untersucht wurden. Auf
eine Charakterisierung aller Isolate eines PFGE-Clusters wurde verzichtet, da die
Bestatigung der Clustereinteilung durch die PFGE im Einzelnen nicht im Vordergrund
stand und eine solche Betrachtung recht einseitig ware. Die gewahlte Methode
ermdglicht eine umfassendere Betrachtung und lasst im Hinblick auf das genannte

Anliegen aussagekraftigere Schllisse zu.

4.6.2 Die Methoden und ihre Ergebnisse im Uberblick

Die Makrorestriktionsanalyse des Gesamtgenoms in der Pulsfeldgelelektrophorese
(PFGE) qilt als ,Goldener Standard” bei epidemiologischen Analysen verschiedener
Bakterienspezies, u. a. der Enterokokken (Morrison et al. 1999). Diese Methode ver-
fugt Uber eine exzellente Diskriminierungsfahigkeit und die Reproduzierbarkeit der
Ergebnisse wird mit sehr gut bis gut bewertet (Werner et al. 2007). Eingeschrankt
wird der Nutzen dieser Anwendung aufgrund fehlender einheitlicher Kriterien zur
Auswertung der erhaltenen Bandenmuster und fehlender standardisierter Laufbe-
dingungen, vor allem bei Langzeitstudien und in Bezug auf Vergleiche zwischen
Laboratorien (Morrison et al. 1999). Ein Datenaustausch ist zwar moéglich, aber
eben abhangig von verwendetem Protokoll und Geratschaft (Werner et al. 2007).
Die ausgezeichnete Diskriminierungsfahigkeit dieser Methode, die primar als Vorteil
zu betrachten ist, beschrankt das Anwendungsgebiet der PFGE bei (Vancomycin-
resistenten) Enterokokken. Wahrend sie bei der Aufklarung lokaler Ausbruchgesche-
hen als die Methode der Wahl gilt und ebenso bei Analysen zur Uberregionalen Ver-
breitung gewisser Klone eine Rolle spielt, ist sie Uberdiskriminierend in Populations-
analysen, weshalb hier andere Methoden zum Einsatz kommen sollten (Werner et al.
2007). Auch bei der Bestimmung des Verwandtschaftsgrades epidemiologisch nicht
in Verbindung stehender Isolate konnen aufgrund des hohen Differenzierungsgrades
der PFGE Probleme auftreten (Homan et al. 2002).

Vor diesem Hintergrund ist erkennbar, dass sich die Auswertung der mittels PFGE
erhaltenen Bandenmuster der in dieser Arbeit untersuchten Isolate in zweierlei Hin-
sicht schwierig gestaltet. Seit Tenover’s Publikation ,Interpreting Chromosomal DNA
Restriction Patterns Produced by Pulsed-Field Gel Electrophoresis: Criteria for Bac-

terial Strain Typing“ existieren zwar Kriterien zur Auswertung von Bandenmustern,
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allerdings wird ausdrucklich darauf hingewiesen, dass diese Richtlinien sich auf eine
Isolatanzahl von n < 30, sowie einen Untersuchungszeitraum von < 3 Monaten be-
ziehen (Tenover et al. 1995). Werden diese Grenzen Uberschritten, ist eine strikte
Einhaltung der Richtlinien nicht zu empfehlen (Morrison et al. 1999, Tenover et al.
1995). Es existieren also keine klaren, einheitlichen Kriterien was die Auswertung der
im Rahmen dieser Arbeit erhaltenen PFGE-Ergebnisse betrifft, da sowohl Probenan-
zahl als auch Untersuchungszeitraum den von Tenover et al. empfohlenen Anwen-
dungsbereich bei Weitem Ubersteigen. Das heil3t, die Auswertung der Ergebnisse ist
bei einer solchen Probengrundlage immer ein Stuck weit abhangig von der person-
lichen Einschatzung der untersuchenden Person und enthalt somit eine subjektive
Komponente. Desweiteren ist bezuglich der Auswertung kritisch zu betrachten, dass
die in dieser Arbeit durchgeflhrte PFGE nicht innerhalb des optimalen Anwendungs-
bereichs dieser Methode liegt, der die Analyse von epidemiologisch verwandten
Isolaten im Rahmen eines Ausbruchgeschehens (Kurzzeitstudie) umfasst (siehe
oben). Es wurden zwar allein Isolate untersucht, die wahrend eines bestimmten
Zeitraums (2005-2010) an einem definierten Ort (Krankenhaus der Maximalversor-
gung in Sudwestdeutschland) isoliert wurden, doch muss man hierbei Folgendes
bedenken: Alle Isolate wurden an einem Krankenhaus isoliert, stammen aber aus
unterschiedlichen Stationen und Einrichtungen und wurden innerhalb eines definier-
ten, aber doch sehr langen Zeitraums, gesammelt.

Die Problematik der beiden aufgefuhrten Aspekte ist begrindet in der hohen Dis-
kriminierungsfahigkeit der PFGE und der hohen Rekombinationsrate (Willems et

al. 2005) sowie dem hohen Mal} an genetischen Polymorphismen (Morrison et al.
1999), welche zu einer genomischen Instabilitat in E. faecium fuhren kdnnen, was
die Aussagekraft der PFGE bei Langzeitstudien (2005-2010) mdéglicherweise limitiert.
Der speziesspezifisch unterschiedlich stark ausgepragte genetische Polymorphismus
sollte laut European Study Group on Epidemiological Markers bei der Auswertung
der Ergebnisse epidemiologischer Typisierungsmethoden im Hinblick auf Aussagen,
welche die Verwandtschaft einzelner Isolate betreffen, berticksichtigt werden
(Struelens et al. 1996).

Morrison et al. konnten zeigen, dass der eben erwahnte genetische Polymorphismus
bei E. faecium selbst innerhalb eines Stammes stark ausgepragt sein kann. Die Ban-
denmuster der Isolate unterschieden sich hier in bis zu 7 (12) Banden. Dies ent-

spricht einem Ahnlichkeitslevel von 87 % (82 %). Der Untersuchungszeitraum dieser
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Studie betrug elf Monate (Morrison et al. 1999). Das bedeutet, dass selbst eng
verwandte Isolate in der PFGE recht polymorph erscheinen konnen. Orientiert man
sich an den Kriterien von Tenover et al., ist innerhalb einer dreimonatigen Periode
das Auftreten von zwei unabhangigen genetischen Ereignissen in einem Ausbruch-
Stamm erlaubt, was sich in 4-6 Bandenunterschieden deutlich macht. Diese Isolate
bezeichnet man als ,possibly related®. Isolate mit 2 7 Bandenunterschieden gelten
als ,unrelated” (Tenover et al. 1995). Die Untersuchungen von Morrison et al. unter-
stitzen Tenover's Empfehlung, die aufgestellten Kriterien nur bei Kurzzeitunter-
suchungen zu verwenden. Denn innerhalb einer elfmonatigen Untersuchungsperiode
bestatigte man die Verwandtschaft (Zugehdrigkeit zum gleichen Stamm) fur Isolate
mit bis zu 7 Bandenunterschieden beim Vergleich untereinander und bis zu 5 Ban-
denunterschieden im Vergleich mit dem ,common pattern® (Morrison et al. 1999,
Tenover et al. 1995). Nun Ubersteigt der Untersuchungszeitraum dieser Arbeit auch
die Untersuchungsdauer bei Morrison et al. Es stellt sich somit die Frage, vom Statt-
finden wie vieler unabhangiger genetischer Ereignisse man bei einer Untersuchungs-
periode von ungefahr 57 Monaten ausgehen sollte und inwiefern sich im Einzelfall
Isolate ein und desselben Stammes, der Uber Jahre persistiert, Uberhaupt noch als
genetisch verwandt erkennen lassen, bzw. inwiefern das heterogene Bild, das die
PFGE bezlglich der untersuchten Isolate zeichnet, eventuell aufgrund des Auftretens
einer Vielzahl von genetischen Ereignissen und der hohen Diskriminierungsfahigkeit
der PFGE auf einige wenige eng verwandte ,Ausgangs“-Isolate zurickzufuhren ist.
Um eine mégliche Uberdiskriminierung seitens der PFGE auszuschlieRen (langer
Untersuchungszeitraum, hohe Rekombinationsrate/hohes Mal an Polymorphismus
bei E. faecium), das heifl’t um zu vermeiden, dass die PFGE eine Diversitat vorspie-
gelt, die letztendlich nicht gegeben ist, und somit falschen Schlissen vorzubeugen,

wurden daher ausgewahlte Isolate zusatzlich mittels MLST charakterisiert.

Wahrend im Rahmen der PFGE das Gesamtgenom betrachtet wird und ein bei
Enterokokken relativ haufiges, einzelnes Ereignis einer Rekombination bereits ein
vollig anderes PFGE-Muster generieren kann, werden im Rahmen des MLSTs in-
terne DNS-Fragmente sieben verschiedener Haushaltsgene von E. faecium typisiert
(Homan et al. 2002, http://www.mlst.net) und der MLST-Typ bleibt von einem solchen
Ereignis meist unbetroffen. Die PFGE diskriminiert also bei Enterokokken starker als

das MLST (teilweise vielleicht sogar zu stark — Uberdiskriminierung). Die Diskriminie-
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rungsfahigkeit des MLSTs bei Enterokokken wird als sehr gut bewertet (Werner et al.
2007). Diese Methode ist pradestiniert fur ihren Einsatz bei epidemiologischen Lang-
zeitstudien (Homan et al. 2002) und gilt als ,Goldener Standard“ was Populations-
analysen betrifft. Sie verflgt Uber eine exzellente Reproduzierbarkeit und bietet ex-
zellente Moglichkeiten zum Datenaustausch (Werner et al. 2007).

Die Darstellung der erhaltenen Sequenztypen, sowie aller derzeit in der offentlichen
MLST-Database unter http://www.mlst.net hinterlegten Sequenztypen von E. fae-
cium, erfolgte mit Hilfe der goeBURST 1.2.1-Software. Wahrend die eBURST-Soft-
ware Ergebnisse zwar lokal aber nicht global optimiert, 16st die goeBURST-Software
dieses Problem durch die Formalisierung desselben als graphisches Matroid und den
Einsatz eines neuen Algorithmus, wodurch eine globale Optimierung ermdglicht und

die (e)BURST-Regeln optimal umgesetzt werden (Francisco et al. 2009).

Die Charakterisierung ausgewahlter Isolate mittels MLST widerlegte eine Uberdis-
kriminierung seitens der PFGE und bestatigte die bisherigen Ergebnisse dieser
Arbeit. Die verschiedenen Resistenzprofile und die unterschiedliche Verteilung des
Virulenzmarkers hyl, sowie der van-Gene liel3en bereits ein polyklonales Geschehen
vermuten. Die Ergebnisse der PFGE bestarkten diese Vermutung dann aufgrund der
Heterogenitat der DNS-Bandenmuster und der Vielzahl an Clustern, die sich gebildet
hatten. Der Nachweis mehrerer verschiedener MLST-Sequenztypen bestatigte letzt-
endlich eine polyklonale Pravalenz Vancomycin-resistenter E. faecium-Stamme an
dem beschriebenen sudwestdeutschen Krankenhaus. Diese |asst auf verschiedene

Infektionsquellen und eine interhospitale Ausbreitung der Stamme schliefl3en.

Die Typisierung ausgewahlter Isolate per MLST diente nicht nur der Bestatigung bis-
heriger Ergebnisse, sondern auch der Einordnung der untersuchten Isolate anhand
ihres Sequenztyps innerhalb der E. faecium-Population: Alle erhaltenen Sequenz-
typen gehoren zum klonalen Komplex 17, der Hospital-assoziierte Vancomycin-
resistente/-sensible E. faecium-Stamme umfasst (RKI 2010, Werner et al. 2007,
Willems et al. 2005), wobei die nachgewiesenen MLST-Typen 17, 18, 78, 117, 192
und 202 zu den Sequenztypen gehoren, die in deutschen Kliniken durch Ausbruch-
geschehen vermehrt aufgetreten sind (Abele-Horn et al. 2006, Klare et al. 2005,
Werner et al. 2007).
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4.6.3 Kombination genotypischer und epidemiologischer Daten
Molekulare Methoden sind wichtige Hilfsmittel zur Bestimmung genetischer Ver-
wandtschaften zwischen einzelnen Isolaten. Der alleinige Einsatz dieser Methoden
ohne Berucksichtigung epidemiologischer Fakten kann leicht zu Fehlinterpretationen
bezlglich der vorliegenden Situation fuhren. Tenover et al. empfehlen, beiderlei
Daten-Sets unabhangig voneinander zu erheben und dann gemeinsam zu analysie-
ren (Tenover et al. 1995).

Zusatzlich zur genotypischen Charakterisierung der Isolate wurden auch in dieser
Arbeit zugehorige epidemiologische Daten erhoben. Es sei hier auf Abbildung 3]
verwiesen, diese kombiniert beide Daten-Sets. Die Charakterisierung mittels PFGE
lasst eine groflRe Heterogenitat innerhalb der untersuchten Isolate erkennen, identifi-
ziert aber auch Cluster genetisch enger verwandter Stamme. Einige dieser Cluster
stehen auch epidemiologisch in engerem Zusammenhang, bei anderen lasst sich ein
Zusammenhang der epidemiologischen Daten nur in weiterem Sinne erkennen, da
Zeitpunkt bzw. Station (Fachgebiet) des Patienten bei Probenentnahme nicht tber-
einstimmen. Fur Erstes ist eventuell eine Persistenz entsprechender Stamme Uber
einen langeren Zeitraum innerhalb des Klinikums bzw. einzelner Stationen verant-
wortlich. Die grofRe raumliche Nahe, sowie die Interaktion zwischen einzelnen Sta-
tionen/Fachgebieten und die gemeinsame Nutzung von Funktionsbereichen und
Intensivstationen kénnten Zweites erklaren. Eine Ubertragung Vancomycin-resisten-
ter E. faecium-Stamme durch Patienten(-verlegung), Personal und kontaminierte
Gegenstande ist durchaus vorstellbar.

Bei diesen Uberlegungen darf nicht vergessen werden, dass es nicht das Anliegen
dieser Arbeit ist, VRE-Ausbriche auf verschiedenen Stationen des beschriebenen
Krankenhauses im Einzelnen zu analysieren, sowie einzelne fur eine eventuelle
intra-/ interhospitale Ausbreitung verantwortliche Infektionstrager zu identifizieren.
Der Aufbau dieser Arbeit, beginnend bei der Auswahl der zu untersuchenden
Stamme bis hin zur Auswahl der mit PFGE und MLST zu typisierenden Isolate, ist
hierfur ungeeignet und hatte zur Klarung dieser Fragen auf andere Art und Weise
gestaltet werden mussen. Desweiteren muss man beachten, dass jedes Isolat, das
mittels PFGE untersucht wurde, stellvertretend fur eine groRere Gruppe von Isolaten

mit gleichen geno- und phanotypischen Eigenschaften steht.
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4.6.4 Hospitale Assoziation

Bei den in dieser Arbeit untersuchten E. faecium-Isolaten handelt es sich um
Hospital-assoziierte Stamme dieser Spezies, da alle Isolate von Patienten einer
klinischen Einrichtung stammen, Ampicillin-resistent, esp- sowie teils hyl-positiv sind
und — soweit analysiert — ihre Zugehorigkeit zum klonalen Komplex 17 bestatigt wur-
de (siehe Punkt 4.2.1, 4.4, 4.5 und 4.6.2).

Interessant ware in diesem Zusammenhang eventuell auch der Nachweis der Inser-
tionssequenz IS16 gewesen. Diese scheint ebenfalls charakteristisch flr Hospital-
assoziierte E. faecium-Isolate zu sein, wie Untersuchungen des Robert Koch-Instituts
zeigen (RKI 2010).

4.7 Auswertung der erhobenen klinischen Daten

Die klinischen Daten, die zu den im Rahmen dieser Arbeit untersuchten Patienten
erhoben wurden, zeigen, dass es sich bei den Untersuchten hinsichtlich Geschlecht,
Alter und Fachgebiet, in dem die Behandlung an dem beschriebenen Krankenhaus
erfolgte, um eine heterogene Personengruppe handelt (siehe Punkt 3.10.1-3.10.3).
Die Erhebung des Wohnorts lasst keinen epidemiologischen Zusammenhang, z. B.
hinsichtlich der krankenhausexternen Gesundheitsversorgung, zwischen den unter-
suchten Patienten erkennen, da diese aus verschiedenen Stadten, Bundeslandern
und Landern stammen (siehe Punkt 3.10.5). Punkt 3.10.6 zeigt zudem, dass alle in
dieser Arbeit untersuchten VRE-Patienten an einer Grundkrankheit leiden (siehe
auch Bjgrkeng et al. 2011). Patienten mit schweren Grunderkrankungen sowie
immunsupprimierte Menschen zahlen hinsichtlich der Entwicklung einer Entero-
kokken- bzw. VRE-Infektion zur Gruppe der Risikopatienten. Hierzu gehoéren u. a.
onkologische und Transplantationspatienten (Simon et al. 2004, Vonberg et al. 2007,
Wendt et al. 1998a), die auch einen grof3en Anteil an den in dieser Arbeit unter-

suchten Personen ausmachen.

4.8 Epidemiologie animaler und humaner VRE-Stdmme inklusive

Populations-analytischer Aspekte

Eine Verbindung zwischen dem Einsatz von Avoparcin in der Nutztierhaltung und
dem Auftreten nosokomialer Infektionen mit Vancomycin-resistenten Enterokokken
wurde oft diskutiert. Eine Pressemitteilung des Bundesinstituts fur gesundheitlichen

Verbraucherschutz und Veterinarmedizin fasst die Ergebnisse der damals laufenden
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Diskussionen zusammen: .... ,Obwohl eine Verbindung zwischen einer nunmehr
nachweislich durch die Tierhaltung verursachten spezifischen Glycopeptid-Resistenz
und der auftretenden Resistenz in Krankenhdusern noch immer nicht eindeutig be-
legt ist, haben sich die Verdachtsmomente gegen das Avoparcin [...] entscheidend
erhartet [...].“ .... (BgVV 1996a). Doch dieser Verdacht konnte nicht bestatigt werden.
Klein et al. beispielsweise konnten aufgrund der von ihnen durchgefuhrten Unter-
suchungen keinen Zusammenhang zwischen VRE-Isolaten, die man aus Hackfleisch
isoliert hatte, und klinischen Isolaten aus humanen nosokomialen VRE-Infektionen
herstellen (Klein et al. 1998). Vielmehr kam man zu dem Schluss, dass neben dem
Reservoir vanA-positiver VRE, das sich in gesunden Menschen aulderhalb der
Krankenhauser entwickelt hatte und das letztendlich auf den Einsatz von Avoparcin
in der Tierernahrung, die dadurch entstandene Selektion Vancomycin-resistenter
Enterokokken in Nutztieren und eine Ausbreitung via Nahrungskette zurickzufihren
war (Klare et al. 1995a, 1995b und 1999), eine Subpopulation Hospital-assoziierter
E. faecium-Stamme existieren muss (Leavis et al. 2003, Willems et al. 2001 und
2005). Diese Hospital-assoziierten Isolate unterscheiden sich von anderen Stammen
durch das statistisch gehaufte Auftreten einer Ampicillin-Resistenz, Fluorchinolon-
Hochresistenz, sowie durch den Besitz spezifischer Virulenzfaktoren, wie esp und hyl
(Klare et al. 2005, Leavis et al. 2003 und 2006, Rice et al. 2003, Werner et al. 2008a,
Willems et al. 2001 und 2005). Mit Hilfe des Einsatzes molekularer Methoden, wie

z. B. des MLSTs, konnte man Informationen bezuglich der Populationsstruktur von
E. faecium gewinnen und erkannte, dass Stamme dieser Spezies zwar weit verbrei-
tet, aber durchaus wirtsspezifisch sind. Das heilt, es besteht eine Assoziation zwi-
schen bestimmten MLST-Typen und bestimmten Habitaten. Laut Werner et al. ist die
,[...] Ubertragung eines Isolates vom Tier auf den Menschen [somit] zwar méglich,
wird aber nur in seltenen Fallen zu einer langen Kolonisierung oder einer langfristi-
gen Persistenz des Erregers in anderen Milieus (z. B. im Krankenhaus) fuhren.” ....
(Homan et al. 2002, Werner et al. 2007, Willems et al. 2000). Untersuchungen von
Freitas et al. zeigen, dass klonale Komplexe durchaus Stamme unterschiedlicher
Herkunft umfassen kdonnen. Sie identifizierten CC17-Stamme in Kliniken, gesunden
Freiwilligen, Schweinen und Schweinefarmen sowie in der Umwelt Portugals. Stam-
me des klonalen Komplex 5 wurden nicht nur aus Bodenproben von Schweine-
farmen, sondern auch in Krankenhausern isoliert (Freitas et al. 2009). Auch Studien

aus Spanien identifizierten CC17-E. faecium nicht nur innerhalb von Kliniken,
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sondern auch aul3erhalb, beispielsweise in Lebensmittelproben (Lopez et al. 2009,
Valdezate et al. 2009). Eine Kontamination nicht-klinischer Ressourcen und gesun-
der Personen aulderhalb der Kliniken ausgehend von hospitalen CC17-Stammen,

z. B. durch Entlassung von VRE-Tragern, ist durchaus vorstellbar. Die Existenz eines
moglichen Reservoirs aullerhalb von medizinischen Einrichtungen kdnnte zur Aus-
breitung von E. faecium-Stammen des klonalen Komplex 17 beitragen (Freitas et al.
2009).

Die MLST-Typen von E. faecium-Stammen, die man im Rahmen nosokomialer
Ausbruche, Infektionen und Besiedlungen isoliert, gehdren jedoch meist zum
klonalen Komplex 17 (Werner et al. 2007, Willems et al. 2005). Besiedlungsisolate
gesunder Menschen aulRerhalb medizinischer Einrichtungen sowie animale Isolate
hingegen lassen sich meist anderen Komplexen (z. B. Schwein CC5, Gefligel CC9,
Mensch CC22; Freitas et al. 2009) zuordnen und somit von nosokomialen Isolaten
abgrenzen (siehe auch Werner et al. 2008b). Willems et al. untersuchten 96 animale
Vancomycin-resistente und -sensible E. faecium-Isolate mittels MLST. Nur eines
dieser Isolate konnte dem klonalen Komplex 17 zugeordnet werden. Desweiteren
typisierten sie 57 Vancomycin-resistente und -sensible E. faecium-Isolate aus der
Surveillance gesunder Menschen aullerhalb des Krankenhauses, wobei allein 3 Iso-
late dem klonalen Komplex 17 angehodrten. Dagegen zahlten 15 der hospitalen
Surveillance-Isolate (n=64), 95 der klinischen Isolate (n=162) und 28 der Ausbruch-
Isolate (n=32) der Spezies E. faecium zum klonalen Komplex 17 (Willems et al.
2005). Von den 24 im Rahmen dieser Arbeit mit MLST charakterisierten Vanco-
mycin-resistenten E. faecium-Stammen konnten alle dem klonalen Komplex 17
zugeordnet werden. Desweiteren zeigen alle 179 an dem beschriebenen sudwest-
deutschen Krankenhaus isolierten und untersuchten Ausbruchs-, Infektions- und
Besiedlungsisolate die fur Hospital-assoziierte Stamme typischen Eigenschaften:
Sie sind Ampicillin-resistent, esp-positiv und viele der Isolate tragen das hyl-Gen.
Diese Charakteristika differenzieren die untersuchten Isolate eindeutig von animalen
Stammen der Spezies E. faecium und zeigen, dass es sich bei den untersuchten
Isolaten um Hospital-assoziierte Stamme handelt.

Die Hospital-assoziierten E. faecium-Stamme des klonalen Komplex 17 mit den eben
aufgefuihrten Eigenschaften zeigen eine erhéhte Ausbreitungsfahigkeit im nosoko-
mialen Bereich. Der Besitz der Determinanten fur die Glycopeptid-Resistenz ist dabei

keine Voraussetzung fur eine erfolgreiche Ausbreitung in nosokomialen Bereichen
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(Werner et al. 2008a, Willems et al. 2005). Verschiedene Studien, sowie Erkennt-
nisse Uber die Populationsstruktur von E. faecium lassen folgendes Modell bezlglich
der Entstehung und Verbreitung Vancomycin-resistenter E. faecium-Stamme im
nosokomialen Bereich als wahrscheinlich erscheinen: Ampicillin-resistente, oft esp-
und hyl-positive Isolate des klonalen Komplex 17 breiten sich im Krankenhaus aus
und werden erst durch den spateren Erwerb der Glycopeptid-Resistenz-Determinan-
ten auffallig (Kawalec et al. 2000 und 2001, Klare et al. 2005, Leavis et al. 2003, Rice
et al. 2003, Suppola et al. 1999, Werner et al. 2008a, Willems et al. 2001 und 2005).
All diese neuen Erkenntnisse drangen die These, die VRE-Problematik in deutschen
Krankenhausern sei auf den Einsatz von Avoparcin in der Tierernahrung und eine
Ubertragung bereits Vancomycin-resistenter Enterokokken zuriickzufiihren ins Ab-
seits.

Untersuchungen von Werner et al. zeigen allerdings, dass trotz des unterschied-
lichen 6kologischen Ursprungs von Vancomycin-resistenten E. faecium-Stammen,
die man aus animalen Kotproben, gesunden Menschen ohne Krankenhauskontakt,
Infektionen hospitalisierter Patienten, Abwasserproben und Fleischprodukten iso-
lierte, teilweise identische vanA-Gencluster nachgewiesen werden kénnen (Werner
et al. 1997). Ahnliche Ergebnisse erhielten auch van den Braak und Jensen et al.
(van den Braak et al. 1998, Jensen et al. 1998). Dies spricht fur die Existenz eines
sektoriibergreifenden Genpools. Inwiefern allerdings eine Ubertragung der Deter-
minanten fur Glycopeptid-Resistenz zwischen den einzelnen Habitaten (Tier, ge-
sunder Mensch aul3erhalb des Krankenhauses, Patient in Krankenhaus) stattge-
funden hat bzw. stattfindet, ist aufgrund der weiten Verbreitung dieser Gencluster
nicht zu beantworten, zumal auf3erhalb von E. faecium noch weitere Reservoire fur
die van-vermittelte Glycopeptid-Resistenz zu existieren scheinen (siehe Punkt 4.3.2).
Ein gemeinsames Reservoir, aus dem Isolate verschiedener Sektoren die Deter-
minanten fur Glycopeptid-Resistenz erhalten, ist durchaus vorstellbar (siehe auch
Jensen et al. 1998).

Zu beachten ist allerdings, dass bei animalen VRE aus den 90ern (hauptsachlich)
das vanA-Gen nachgewiesen wurde (Klare et al. 1995b, Witte 1997). Eine vanB-
dominierte VRE-Situation wie beispielsweise an dem hier beschriebenen Kranken-
haus lasst sich mit der Ubertragung dieser animalen Gencluster nicht erklaren, da

kein nachweisliches Reservoir an vanB in animalen Enterokokken existiert.
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Doch auch wenn der Einsatz von Avoparcin in der Tierernahrung letztendlich nicht
fur das Auftreten und den Anstieg nosokomialer VRE-Infektionen verantwortlich zu
sein scheint, so ist dessen Verbot doch als durchaus positiv zu bewerten, denn es
fuhrte zur Minimierung des Reservoirs der ubertragbaren van-vermittelten Glycopep-
tid-Resistenz au3erhalb deutscher Kliniken. Wahrend man in Deutschland 1994/1995
regelmaflig Vancomycin-resistente Enterokokken vom vanA-Typ aus Lebensmitteln
tierischen Ursprungs isolieren konnte, lief3 sich bereits Ende 1997 — fast zwei Jahre
nachdem Avoparcin in Deutschland verboten worden war — eine Abnahme dieser
VRE in gefrorenem und frischem Geflugelfleisch deutscher Herkunft erkennen: VRE
wurden nur noch in rund 25 % der untersuchten Proben nachgewiesen. Ahnliches
konnte bei gesunden Menschen ohne Krankenhausaufenthalt aus Sachsen-Anhalt
beobachtet werden, denn auch hier nahm die VRE-Pravalenz ab. Wahrend 1994

12 % der untersuchten Personen VRE-positiv waren, waren es 1996 nur noch 6 %
und 1997 sogar nur noch 3 % (Klare et al. 1999). Eine Studie von Wendt et al. doku-
mentiert die Pravalenz von VRE in Personengruppen auf3erhalb von Krankenhausern
in Berlin mit 0,9-4,2 % (Wendt et al. 1999). Aktuellere deutsche Studien, die sich mit
der momentanen Pravalenz und Eigenschaften Vancomycin-resistenter E. faecium in
Nutztierbestanden oder gesunden Menschen aufRerhalb der Kliniken beschaftigen,
sind leider nicht verfigbar. Auch wenn die Untersuchungen von Klare et al. eine
Abnahme der VRE-Pravalenz bei Menschen ohne Krankenhauskontakt und in
Lebensmitteln tierischen Ursprungs nach Avoparcin-Verbot belegen (Klare et al.
1999), wobei letzteres fur eine Abnahme der VRE-Pravalenz in deutschen Nutztier-
bestanden spricht, ist eine aktuelle, abschlieRende Beurteilung aufgrund einer

fehlenden validen Datenbasis nicht mdglich.

Studien aus Ungarn und Danemark belegen ebenfalls eine Abnahme der Pravalenz
Vancomycin-resistenter Enterokokken nach dem Verbot von Avoparcin. In Ungarn
bestimmte man im Rahmen des Resistenzuberwachungssystem die Pravalenz des
vanA-Gens in Enterokokken bei geschlachteten Huhnchen zwischen 2001 und 2004.
Wahrend 2001 noch 8,6 % (n=25) der 289 untersuchten Stamme (11 E. faecium) und
2002 23 % (n=20) der 87 untersuchten Stamme (9 E.faecium) vanA-positiv waren,
wurden 2003 und 2004, also funf Jahre nachdem der Einsatz von Avoparcin verbo-
ten worden war, keine Vancomycin-resistenten Enterokokken mehr isoliert (Ghidan

et al. 2008a). Eine 2005 ebenfalls im Rahmen des ungarischen Resistenzuber-
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wachungssystems durchgefihrte Studie identifizierte VRE in geschlachtetem
Geflugel. Dieses liel3 sich scheinbar auf einzelne Farmen zurtckfuhren, die mog-
licherweise als Reservoir fungieren (Ghidan et al. 2008b). In Danemark wurde der
Einsatz von Avoparcin bereits 1995 verboten. Bager et al. untersuchten den Effekt
des Avoparcin-Verbots auf die Glycopeptid-Resistenz in E. faecium in Masthahnchen
und Schweinen. Unter den Proben, die von Masthahnchen isoliert wurden, kam es
bezlglich des Auftretens Glycopeptid-resistenter Enterokokken zu einem statistisch
signifikanten Abfall zwischen 1995 und der ersten Halfte von 1998, wahrend man bei
den von Schweinen isolierten Proben einen solchen Effekt trotz des Avoparcinver-
bots nicht beobachtete (Bager et al. 1999). Aarestrup et al. kamen bei Untersuchun-
gen im Rahmen eines danischen Monitoring-Programms zu ahnlichen Ergebnissen.
Zwischen 1995 und 2000 kam es zu einem Abfall der VRE-Pravalenz in Masthahn-
chen von 72,7 % auf 5,8 %. Unter Isolaten, die von Schweinen isoliert worden waren,
kam es zwischen 1995 und 1997 hingegen zu keiner Abnahme der VRE-Pravalenz.
Grund hierfur ist ein genetischer Link zwischen den Genen, welche die Glycopeptid-
Resistenz, und denen, welche die Makrolid-Resistenz kodieren. Dementsprechend
kam es erst nach Abnahme des Verbrauchs des Makrolid-Antibiotikums Tylosin zu
einem Abstieg der VRE-Pravalenz in Schweinen von 20 % (1997) auf 6 % (2000;
Aarestrup 2000b und Aarestrup et al. 2001).

Was in der Studie von Bager sowie Aarestrup et al. bereits angedeutet wird, be-
statigen Untersuchungen von De Niederhausern, Borgen und Nilsson et al.: Das
Avoparcin-Verbot kann, muss aber nicht zwingend zu einer Verbesserung der VRE-
Problematik (aul3erhalb der Kliniken) fuhren.

In Italien untersuchte man acht Jahre nach Avoparcinverbot das Vorkommen Vanco-
mycin-resistenter Enterokokken in Pferd und Schwein. 6,7 % bzw. 16 % der unter-
suchten Isolate zeigten sich Glycopeptid-resistent (De Niederhausern et al. 2007).
Eine norwegische Studie dokumentiert auch drei Jahre nachdem Avoparcin verboten
wurde, eine hohe Pravalenz vanA-positiver Enterokokken in Geflugel-Schlachtkor-
pern. Ohne Voranreicherung wurden in 30 % der Proben von Farmen, wo Avoparcin
eingesetzt wurde, VRE isoliert, wahrend bei Geflugel von Farmen, die kein Avoparcin
einsetzten, keine VRE gefunden wurden (Borgen et al. 2001). In Schweden wurde
Avoparcin seit 1986 nicht mehr in der Tierernahrung eingesetzt. Wahrend der 90er
Jahre wurden im Gegensatz zu anderen europaischen Landern nur vereinzelt VRE in

Nutztieren nachgewiesen (Kuhn et al. 2005). Seit 2000 kommt es allerdings ohne
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einen offensichtlichen Selektionsdruck zur Ausbreitung eines VRE-Klons in der
Masthahnchenproduktion. Wahrend 2000 weniger als 1 % der untersuchten Proben
VRE-positiv waren, waren es 2005 mehr als 40 % und 2006/2007 etwa 30 %. Die
isolierten Stamme gehoren zur Spezies E. faecium und tragen das vanA-Gen. Diese
Entwicklung ist nicht auf den friheren Einsatz von Avoparcin zurtckzufuhren
(Nilsson et al. 2009).

Nichtsdestotrotz ist die Einschrankung des Einsatzes von Antibiotika als Leistungs-
forderer in der Tierernahrung zu beflrworten. Sie stellt einen wichtigen Schritt in
Richtung Reduzierung des Reservoirs verschiedener Antibiotika-Resistenzen in der
Nutztierpopulation dar. Dies zeigen u. a. oben aufgefuhrte Untersuchungen fur
Glycopeptid-Antibiotika und — unter Vielen — Aarestrup et al. flir andere Antibiotika,
beispielsweise Streptogramine (Aarestrup et al. 2001). Eine Minimierung dieses Re-
servoirs durch eine Reduzierung des Einsatzes von antibiotischen Leistungsforde-
rern ist vor allem vor dem Hintergrund der Ubertragung resistenter Erreger oder ihrer
Resistenzgene auf den Menschen sinnvoll, besonders wenn Stoffe aus der gleichen
Antibiotikagruppe als Therapeutika in der Humanmedizin eingesetzt werden (siehe
auch BgVV 1996b, RKI 2010). Seit 2006 ist der Einsatz antibiotischer Leistungsfor-
derer in der Tierernahrung EU-weit verboten (Verordnung (EG) Nr. 1831/2003 Artikel
11 Absatz 2).

4.9 VRE-Management am Durchfiihrungsort der Studie — einem

Krankenhaus der Maximalversorgung in Stidwestdeutschland

Die Untersuchungen dieser Arbeit lassen hinsichtlich der betrachteten Charakteris-
tika keine Veranderung der molekularen Epidemiologie Vancomycin-resistenter
Enterokokken an dem beschriebenen sudwestdeutschen Krankenhaus zwischen
2005 und 2010 erkennen: Es handelt sich bei allen Isolaten um Hospital-assoziierte
Stamme der Spezies E. faecium. Die hauptsachlich vanB-positiven Vancomycin-
resistenten Isolate sind dartber hinaus unempfindlich gegenuber einer Vielzahl
weiterer Antibiotika (siehe Punkt 3.3-3.6 und 3.9). Die vorliegenden Ergebnisse
lassen hinsichtlich der untersuchten Charakteristika keine Veranderung des von
diesen Erregern ausgehenden epidemischen bzw. Risiko-Potentials (erhohte
Ausbreitungstendenz mit VRE-Kolonisierung und Moglichkeit der VRE-Infektion)

erkennen und vermuten.
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Um sich einen Uberblick tGiber den Nutzen der 2007 eingeflihrten HygienemaRnah-
men zu verschaffen, wurde die Inzidenz der VRE-Bakteriamien an dem beschrie-
benen sudwestdeutschen Krankenhaus wahrend dreier Perioden mit unterschied-
lichem VRE-Management verglichen. Zwischen Januar 2007 und September 2009
wurde ein VRE-Screening durchgefuhrt und es galt eine klinikweite Isolierungs-
empfehlung fur alle VRE-Patienten nach Hygieneplan. Von Oktober 2009 bis Januar
2010 lag keine VRE-Screening-Empfehlung der Hygienekommission, wohl aber eine
Isolierungsempfehlung fur bekannte (Alt-) VRE-Falle vor. Ab Februar 2010 lagen
weder eine VRE-Screening- noch eine Isolierungsempfehlung nach Hygieneplan vor
(eine Ausnahme stellen lediglich VRE-negative Lebertransplantierte Patienten dar,
die nicht mit VRE-Patienten zusammengelegt werden). Die Inzidenz der VRE-
Bakteriamien lag zwischen Januar 2007 und September 2009 bei 1,5, zwischen
Oktober 2009 und Januar 2010 bei 2,0 und von Februar 2010 bis Ende 2010 bei 1,3
Fallen pro Monat. Wahrend der drei Perioden mit unterschiedlichem VRE-Manage-
ment kam es also zu keiner richtungsweisenden Veranderung der Inzidenz von VRE-
Bakteriamien (Daten nicht publiziert). Dass es durch aufwendige Screening- und
Isolierungsmalnahmen zu keiner Minimierung bzw. durch ihre Aufhebung zu keiner
Erhéhung der Fallzahlen gekommen ist, Iasst die ergriffenen Hygienemal3ihahmen
wenig effektiv erscheinen. Ergebnisse einer Studie von Russell et al. suggerieren
ebenfalls, dass HygienemalRnahmen wie Screening und Isolierungsvorkehrungen
hinsichtlich einer Kontrolle von VRE-Kolonisierungen und -Infektionen weniger
effektiv sind, als beispielsweise bei MRSA. Von 2001 bis 2006 war es hier auf be-
stimmten Stationen einer Klinik trotz dieser Malinahmen zu einem leichten Anstieg
nosokomialer VRE-Infektionen gekommen (Russell et al. 2008). Man sollte allerdings
bedenken, dass keine Aussagen daruber vorliegen, wie sich die VRE-Situation ohne
Durchfihrung eines Screenings und von Isolierungsmal3nahmen entwickelt hatte.
Schmidt-Hieber et al. hingegen berichten von einer erfolgreichen Eindammung eines
Ausbruchs Vancomycin-resistenter Enterokokken auf einer Hamato-Onkologischen
Station u. a. durch systematisches Screening und Isolierung VRE-positiver Patienten
(Schmidt-Hieber et al. 2007). Ansichten und Erfahrungen scheinen hier durchaus
kontrovers zu sein. Der Nutzen diverser Hygienemal3nahmen ist daruber hinaus im
Einzelnen oft nur schwer zu bestimmen, haufig ist erst durch eine Kombination ver-
schiedener Malinahmen ein positiver Effekt zu erzielen (Simon et al. 2004, Werner et

al. 2008a). Bezuglich des Vergleichs der Inzidenz der VRE-Bakteriamie an der
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beschriebenen sudwestdeutschen Einrichtung sei Folgendes erwahnt: Die klinischen
Daten zeigen bisher nach Umstellung des VRE-Managements keinen Anstieg der
Inzidenz von VRE-Bakteriamien. Bedenkt man aber, dass eine klinisch relevante
Enterokokken-Infektion oft aus einer asymptomatischen Besiedlung des Intestinal-
trakts hervorgeht (Zirakzadeh und Patel 2006), so sollte die Inzidenz der VRE-
Bakteriamien/Infektionen weiterhin beobachtet werden. Bei Risikopatienten (siehe
Punkt 1.2.10) kann darUber hinaus ein engmaschiges Monitoring der VRE-Situation
von Vorteil sein. Es Iasst sich nicht ausschlielen, dass es durch die Einstellung des
VRE-Screenings sowie durch die Aufhebung von Isolierungsmaflinahmen bei VRE-
positiven Patienten zu einer Ausbreitung von VRE und einem Anstieg der VRE-
Kolonisierungsrate an diesem Krankenhaus kommt, die sich langfristig in einer er-
hohten Inzidenz von VRE-Bakteriamien und -Infektionen, v. a. bei immunsupprimier-

ten Patienten, niederschlagen konnte.

Weitere Aspekte, die im Hinblick auf den Umfang der Hygienemalnahmen im
Rahmen des VRE-Managements berucksichtigt werden mussen, sind der Arbeits-
und Zeitaufwand, der fur ihre Umsetzung aufgebracht werden muss, die Kosten, die
diesbezuglich anfallen, sowie die Belastung des Patienten durch Untersuchungen
und Isolierungsmalinahmen. Daruber hinaus darf man nicht vergessen, dass es
neben VRE eine Vielzahl weiterer bakterieller Erreger gibt, von denen eventuell
sogar eine groldere Gefahr fur den Patienten ausgeht, und welche Mallhahmen, die
uber die Standardhygiene hinausgehen, verlangen (z. B. MRSA, gram-negative
ESBL- und Carbapenemase-Bildner). Eventuell mussen Prioritaten gesetzt werden,

um die Kapazitaten einer klinischen Einrichtung nicht zu uberschreiten.

Unter Berucksichtigung aller Fakten ging man an dem beschriebenen Krankenhaus
der Maximalversorgung 2010 im VRE-Management auf die Standardhygiene zurlck.
Darluberhinaus werden Transplantationspatienten weiterhin auf VRE gescreent und
auch Isolierungsmalinahmen nach wie vor durchgefiihrt, denn Transplantations-
patienten gehdren neben anderen zur Gruppe der Risikopatienten fur VRE-Infek-
tionen (Vonberg et al. 2007). Russell et al. untersuchten, welche Folgen eine Koloni-
sierung mit VRE fir den Patienten hat. Sie zeigten, dass bei Lebertransplantations-

patienten, die mit VRE kolonisiert sind, im Gegensatz zu nicht-kolonisierten Patienten
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ein hoheres VRE-Infektions-Risiko besteht und auch die Mortalitat hoher liegt
(Russell et al. 2008).

Doch auch wenn von VRE derzeit flr den gréfiten Teil der Patienten der beschriebe-
nen sudwestdeutschen Einrichtung keine klinisch relevante Gefahrdung auszugehen
scheint, durfen diese multiresistenten Erreger nicht unterschatzt werden, vor allem
vor dem Hintergrund ihres langen Persistierens im Intestinaltrakt (Baden et al. 2001,
Montecalvo et al. 1995, Roghmann et al. 1997) sowie auf unbelebten Flachen
(Kramer et al. 2006), der Ubertragung von Resistenzen auf gefahrlichere Erreger
(Chang et al. 2003, Miller et al. 2002) und dem Wissen, dass zumindest bei be-
stimmten Patientengruppen bereits eine Kolonisierung mit VRE das VRE-Infektions-

risiko erhdht sowie zu einer erhdhten Mortalitat fihrt (Russell et al. 2008).
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5. Zusammenfassung

Vancomycin-resistente E. faecalis- und E. faecium-Stamme traten erstmals 2005 in
einem sudwestdeutschen Krankenhaus der Maximalversorgung auf und blieben auch
in den darauf folgenden Jahren pravalent. Neben VRE-Infektionen einzelner Patien-
ten wurden kleinere Ausbriche dokumentiert. 2007 wurden aufgrund der anhalten-
den Problematik ein VRE-Screening fir Risikopatienten und Isolierungsmalnahmen
eingefuhrt. VRE-Isolate aus diesem Zeitraum wurden im Hinblick auf verschiedene
Charakteristika untersucht, die mutmaflich relevant fur Virulenz und erhdhte Aus-
breitungstendenz bei Stammen der Spezies E. faecium sind, und um mégliche Uber-
tragungswege (inter-/intrahospitale Ausbreitung) zu identifizieren. Dabei wurde eine
infektions-epidemiologische Datenerfassung mit einer molekular-biologischen
Analyse der Erreger kombiniert.

Insgesamt wurden 180 Vancomycin-resistente Enterokokken-Isolate aus den Jahren
2005-2010 von 179 Patienten untersucht, darunter 1 E. faecalis- und 179 E. faecium-
Stamme. Die Speziesidentifizierung sowie Empfindlichkeitstests fur zwolf Antibiotika
erfolgten nach mikrobiologischen Routineverfahren. Weiterhin wurden die Resistenz-
gene vanAl/vanB und die Virulenzfaktoren/epidemischen Marker esp und hyl per PCR
detektiert. Eine reprasentative Auswahl der untersuchten Isolate wurde mit PFGE
und MLST typisiert. Zusatzlich wurden die klinischen und epidemiologischen Daten
eines jeden Patienten eruiert.

Alle E. faecium-Isolate zeigten sich Ampicillin-resistent, desweiteren wurde bei allen
Isolaten das esp-Gen nachgewiesen. Beide Eigenschaften sind typische Charakteris-
tika Hospital-assoziierter E. faecium-Stamme, ebenso wie das Vorhandensein des
hyl-Gens, das in 145 Isolaten detektiert wurde. In 38 Fallen wurde die Vancomycin-
Resistenz durch das vanA-Gencluster, in 142 Fallen durch das vanB-Gencluster
kodiert. Die Charakterisierung mittels PFGE lie3 eine grol3e genotypische Hetero-
genitat unter den untersuchten Isolaten erkennen, identifizierte aber auch Cluster
naher verwandter Stamme. Bei einzelnen Isolaten aus PFGE-Subclustern wurde
zusatzlich der zugehdrige MLST-Sequenztyp bestimmt. Die Ergebnisse bestatigen
das heterogene Bild, das die PFGE zeichnet, da verschiedene Sequenztypen nach-
gewiesen wurden. Diese gehoren jedoch alle zum klonalen Komplex 17, der aus-

schlieBlich Hospital-assoziierte E. faecium-Stamme reprasentiert.
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Diese Studie identifizierte ein polyklonales Geschehen mit Hospital-assoziierten
Vancomycin-resistenten, hauptsachlich vanB-positiven E. faecium-Stammen

(78,8 %), was fur einen frequenten Eingang von E. faecium-Stammen aus anderen
klinischen Einrichtungen und somit fur eine interhospitale Ausbreitung (zusatzlich zu
einer intrahospitalen Ausbreitung einzelner Stdmme) spricht. Die Rate vanB-positiver
VRE ist im Vergleich zu Surveillance-Ergebnissen anderer deutscher Kliniken der
letzten Jahre, wo vanA-positive E. faecium-Stamme das Geschehen dominieren,
recht hoch. Der horizontale Transfer des vanB-Genclusters (auch in Vancomycin-
sensible E. faecium-Stamme), zusatzlich zu einer klonalen Ausbreitung Vancomycin-
resistenter Enterokokken des vanB-Typs konnte zu der bestehenden VRE-Pravalenz
beitragen. Neben der Glycopeptid- und Ampicillin-Resistenz zeigten sich die unter-
suchten Isolate unempfindlich gegen eine Vielzahl weiterer Antibiotika, was deren
Ausbreitung unter Antibiotika-Selektionsdruck begunstigt.

Die Abgrenzung der untersuchten von animalen VRE-Isolaten wurde anhand der

Gegenuberstellung relevanter Stammeigenschaften bestatigt.
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6. Abstract

Vancomycin-resistant E. faecalis and E. faecium (VRE) first appeared in 2005 and
remained with increased frequencies in subsequent years in a tertiary care center in
southwestern Germany. VRE scenarios included some smaller outbreaks and, un-
fortunately, also fatal single cases. VRE screening and an isolation policy was app-
lied in 2007. We investigated VRE isolates from this time period to identify relevant
strain characteristics suspiciously involved in enterococcal virulence and/or epidemic
spread and to follow supposed routes of transmission.

Vancomycin-resistant E. faecalis and E. faecium isolates dating from 2005 until 2010
from 179 patients were selected for investigation. Species and antibiotic susceptibility
for 12 antibiotics was identified by routine microbiological procedures. Isolates were
further characterized by PCRs for vanA, vanB and virulence genes/epidemic markers
(esp, hyl). Moreover, PFGE and MLST were applied for typing of a representative
subset of isolates. In addition, clinical and epidemiological data of each patient were
collected.

In total, 180 vancomycin-resistant enterococcal isolates (1 E. faecalis, 179 E. fae-
cium) were selected. All E. faecium isolates were resistant to ampicillin and carried
the esp-gene. These are typical characteristics of hospital-associated E. faecium and
accordingly the hyl-gene was detected in 145 strains. Vancomycin resistance was
encoded by vanA (n=38) and vanB (n=142). Characterization by PFGE demonstrated
a high genotypical heterogeneity among the investigated isolates but also identified
clusters of related strains. MLST types were determined for isolates of PFGE sub-
clusters revealing various sequence types but all representing hospital-associated
strains (MLST CCA17).

Our study identified a polyclonal setting with vancomycin-resistant hospital-associa-
ted E. faecium mainly of the vanB type (78,8 %) thus demonstrating a frequent intro-
duction (interhospital spread) of E. faecium. The comparably high rate of vanB-VRE
is contrary to other German hospital surveillance results from recent years where
vanA-type E. faecium dominate. Horizontal transfer of vanB (also into vancomycin-
susceptible E. faecium) in addition to a clonal spread of vanB type VRE might con-
tribute to the present VRE prevalence. The isolates were not only resistant to ampi-
cillin and the glycopeptides vancomycin and teicoplanin but also to many other anti-

biotics which might support their spread under antibiotic selective pressure.
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The differentation of the investigated isolates from animal VRE-strains was confirmed

by relevant strain-characteristics.
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Inkludierte Reagenzien und Verbrauchsmaterialien der verwendeten Kits:

Prolex™ streptococcal grouping latex kit beinhaltet:

Blaue Latexsuspension Gruppe A/B/C/D/F/G
Extraktionsreagenz 1/2/3

Polyvalente Positivkontrolle

Misch-Sticks

Testkarten

PYR 50 Test Kit beinhaltet:

Farbentwickler
PYR-Blattchen

QIAamp ® DNA Mini Kit beinhaltet:

AL-Puffer
ATL-Puffer
AW1-Puffer*
AW2-Puffer*
AE-Puffer
Proteinase K

Quiagensaulen mit Auffangtubes

*Konzentrat, vor Gebrauch Zugabe der angegebenen Menge Ethanol

Tag DNA Polymerase recombinant Kit  beinhaltet:

Taq DNA Polymerase (5 U/ul)
Magnesiumchlorid (50 mM)
10x PCR-Puffer ohne Magnesiumchlorid

HotStarTag Master Mix beinhaltet:

HotStarTaq DNA Polymerase (5 U/pl)
dNTPs (je 400 pM)
10x PCR-Puffer mit Magnesiumchlorid (Magnesiumchlorid 3 mM)

163



Danksagung

12. Danksagung

Bedanken mdchte ich mich bei Herrn Prof. (em.) Dr. Dr. habil. Georg Baljer. Nicht nur
fur die Vertretung dieser Arbeit am Fachbereich Veterinarmedizin der Justus-Liebig-
Universitat Giel3en, sondern auch fur seine Unterstutzung, fachliche Anregungen und

seine stete Gesprachsbereitschaft.

Herrn Prof. Dr. Volkhard A. J. Kempf danke ich flir die Aufnahme als Doktorandin am
Institut fur Medizinische Mikrobiologie und Krankenhaushygiene der Johann
Wolfgang Goethe-Universitat Frankfurt am Main, die Bereitstellung eines Arbeits-
platzes, die ausgezeichneten Moglichkeiten, die mir gegeben wurden, dieses Thema

zu bearbeiten und die umfassende Betreuung und Forderung dieser Arbeit.

Mein Dank geht auch an Herrn Dr. Christian Brandt, der mir dieses interessante
Thema zur Bearbeitung Uberlief3. Vor allem aber mdchte ich mich fir seine stete
Diskussions- und Gesprachsbereitschaft sowie seine Anleitung, Unterstitzung, un-
endliche Geduld und die vielen Anregungen bedanken, die zum Gelingen dieser

Arbeit beigetragen haben.

Mein besonderer Dank geht an das Robert Koch-Institut Wernigerode und hier im
Speziellen an Herrn Dr. Guido Werner und Frau Karola Fleige, die mir die Durch-
fuhrung von PFGE und MLST ermdglichten, mich diesbezuglich unterstitzten und
mir zu jeder Zeit mit Rat und Tat beiseite standen. Herrn Dr. Guido Werner danke ich
zudem fur die Durchsicht dieser Arbeit und fur die wertvollen Hinweise, die er mir im

Laufe ihrer Fertigstellung gab.

Bedanken mdchte ich mich auch bei Frau Dr. Annabelle Ehrhart fur die fachkundige
Einarbeitung, ihre stete Hilfs- und Gesprachsbereitschaft sowie die sorgfaltige Durch-

sicht dieser Arbeit.

Zuletzt mochte ich mich bei allen Mitarbeitern des Instituts fur Medizinische Mikro-
biologie und Krankenhaushygiene der Johann Wolfgang Goethe-Universitat Frankfurt
am Main fur ihre stete Hilfsbereitschaft, fur wertvolle Tipps und die schone Zeit be-

danken, an die ich mich gerne zuruck erinnern werde.

164



Ehrenwdrtliche Erklarung

13. Ehrenwdrtliche Erklarung

Ich erklare:

Ich habe die vorgelegte Dissertation selbstandig und ohne unerlaubte fremde Hilfe
und nur mit den Hilfen angefertigt, die ich in der Dissertation angegeben habe. Alle
Textstellen, die wortlich oder sinngemal aus verdffentlichten oder nicht veréffentlich-
ten Schriften entnommen sind, und alle Angaben, die auf mindlichen Auskunften
beruhen, sind als solche kenntlich gemacht. Bei den von mir durchgefuhrten und in
der Dissertation erwahnten Untersuchungen habe ich die Grundsatze guter wissen-
schaftlicher Praxis, wie sie in der ,Satzung der Justus-Liebig-Universitat Gie3en zur

Sicherung guter wissenschaftlicher Praxis“ niedergelegt sind, eingehalten.

165



Etlimn
. m VVB LAUFERSWEILER%EKLAG —

VVB LAUFERSWEILER VERLAG (11 LRUTY It WU (AT Rl R
STAUFENBERGRING 15 ISBN: 978-3-8359-6030-5
D-35396 GIESSEN

Tel: 0641-5599888 Fax: -5599890

redaktion@doktorverlag.de

www.doktorverlag.de 9ll7838351M960305






