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1. Einleitung

1.1 Die Gattung Enterococcus

Enterokokken zéhlen zur normalen Darmflora des Menschen, sowie verschiedener Tiere
z. B. Saugetiere oder Fische (Werner et al., 2008b). Diese fakultativ pathogenen Mikro-
organismen machen ungefahr 1-5 % der residenten, physiologischen Darmflora aus und
wurden lange Zeit als nur bedingt pathogen eingeschéatzt. Das Vorkommen von E.
faecium in Stuhlproben wird mit 10° bis 10° koloniebildenden Einheiten (KBE)/g Stuhl
und 10% bis 10° KBE/g Stuhl fur E. faecalis angegeben (Fisher und Phillips, 2009; Klare
et al., 2012b).

Bei Enterokokken handelt es sich um Gram-positive, fakultativ anaerobe Kokken-
bakterien mit einer Unempfindlichkeit gegentiber Gallensalzkonzentrationen von 40 %.
Des Weiteren zeichnet sie eine unvollstandige Hamolyse (a-Hamolyse) aus.
Enterokokken sind zudem gegen Austrocknung resistent und Uberleben selbst auf
abiotischen Oberflachen, wodurch unzureichende Flachendesinfektion ebenso wie
direkter Stuhl- und Hautkontakt oder damit in Kontakt gekommenes medizinisches
Personal als Risikofaktor fiir Ubertragungen zwischen Patienten gelten (Klare et al.,
2012b).

Dennoch sind Enterokkoken mittlerweile die dritthufigste Bakteriengattung, welche fur
nosokomiale Infektionen verantwortlich ist (Werner et al., 2008a; Klare et al., 2012b;
Gastmeier et al., 2014). Als Risikofaktoren fir die Besiedlung oder Infektion mit
Enterokokken gelten Vancomycingabe, Immunsuppression, sowie vermehrte Klinikauf-
enthalte, wie dies haufig bei alteren Patienten der Fall ist (Mutters et al., 2013).

Aus klinischer bzw. humanmedizinischer Sicht haben von den derzeit 37 verschiedenen
Enterokokkenspezies E. faecium und E. faecalis die grof3te humanmedizinische Bedeu-
tung (RKI, 2010). Die Mehrzahl der durch Enterokokken in deutschen bzw. europa-
ischen Krankenh&usern verursachten Infektionen wird hierbei durch E. faecalis (60-95
%) verursacht, dementsprechend kann E. faecium nur fur 5-40 % der Infektionen
verantwortlich gemacht werden (Klare et al., 2012b). In diesem Zusammenhang lasst
sich ein Anstieg der durch E. faecium verursachten Infektionen beobachten (Klare et al.,
2012b). Hierbei muss besonders auf den Unterschied zwischen Infektion und Kolo-

nisation hingewiesen werden. Letztere ist deutlich haufiger (Klare et al., 2012b).



Dennoch ist immer an die Mdglichkeit zu denken, dass eine Kolonisation zu einer
Infektion bzw. einer Sepsis fluihren kann, insbesondere bei stammzelltransplantierten
Patienten (Weinstock et al., 2007).

Von durch E. faecium bedingten Infektionen sind oft Patienten mit schweren Grund-
leiden betroffen (z. B.: Immunsuppression), da E. faecium ein geringeres Virulenz-

potential als E. faecalis besitzt (Werner et al., 2008b).

1.1.1 Naturliche und erworbene Antibiotikaresistenzen

Beeinflusst wird die oben erwdhnte Haufigkeit der Enterokokkenarten durch das
jeweilige Krankenhaus mit seinem entsprechenden Patientengut und dem jeweils
vorherrschenden, mit dem Einsatz von Antibiotika korrelierenden Selektionsdruck.
Insbesondere Krankenhduser mit hamatologisch/onkologischem, neonatologischem,
urologisch/nephrologischem oder transplantationsmedizinischem Schwerpunkt oder
Méngeln in den Hygienemalnahmen sind Risikobereiche fir Infektionen bzw. Neukolo-
nisationen von Patienten.

Wichtig ist hierbei, dass die Gattung Enterococcus viele natirliche und je nach Isolat
auch erworbene Resistenzen gegen Antibiotika besitzt. Diese sind in der folgenden Tab.
1 aufgelistet.

Durch den Einsatz von Antibiotika, die viele Erreger treffen, aber Enterokokken auf
Grund ihrer Resistenzen nicht (,Enterokokkenlicke®), kann es zu einer Selektion
entsprechender Stamme kommen. In diesem Zusammenhang sind auch Resistenzen
gegen modernere Antibiotika wie neuere Cephalosporine zu erwahnen (RKI, 2010).
Enterokokken haben heutzutage gegen fast alle Chemotherapeutika Resistenzen entwi-
ckelt und somit ihr natirliches Resistenzspektrum deutlich erweitert (Werner et al.,
2008b; RKI, 2010; Klare et al., 2012b), sodass eine Infektion fir Patienten schwer-
wiegende Folgen haben kann.

Die Therapie einer Infektion mit Enterokokken erfolgt Gblicherweise mit Penicillinen bzw.
bei schweren Infektionen durch eine Kombination von Penicillin mit einem Aminogly-
kosid-Antibiotikum (z. B. Gentamicin), um durch Synergie einen bakteriziden Effekt zu
erzielen. Liegt eine Resistenz gegen eines dieser beiden Pharmaka vor, versagt der

synergistische Effekt. Das Mittel der Wabhl ist in einem solchen Fall in der Regel ein



Glykopeptid-Antibiotikum, das Vancomycin oder alternativ Teicoplanin (Klare et al.,
2012b).

Tab. 1: Naturliche und erworbene Resistenzen der Gattung Enterococcus (modifiziert
nach Werner et al., 2008b; Klare et al., 2012b). Aufgelistet ist die Substanzklasse, sowie
Antibiotika dieser Klasse gegen die Enterokokken naturliche oder erworbene Resis-
tenzen besitzen kdnnen.

Erworbene (extrinsische)
Resistenzen
Ampicillin (vor allem E. faecium;

selten E. faecalis)

Substanzklasse

Naturliche (intrinsische)
Resistenzen
Semisynthetische Penicilline
(Oxacillin, Flucloxacillin)

Alle Cephalosporine

Penicilline

Cephalosporine

Glykopeptide Vancomycin (Low-level- Glykopeptide (vor allem
Resistenzen: E. gallinarum, E. faecium, seltener E. faecalis)
E. casseliflavus)

Lincosamide Lincosamide (E. faecalis)

Streptogramine

Streptogramine
(Quinupristin/Dalfopristin:
nur E. faecalis)

Streptogramine
(Quinupristin/Dalfopristin:
E. faecium)

Makrolide

Tetracykline inclusive neuer
Glycylcycline (Tigecyclin)
Aminoglykoside (High-level-
Resistenzen)

Linezolid

Cloramphenicol
Fluorchinolone

Makrolide
Tetracykline

Aminoglykoside | Aminoglykoside (Low-level-

Resistenzen)

Oxazolidionen
Cloramphenicol
Chinolone
Mupirocin

Mupirocin (nur E. faecalis)

1.1.2 Bedeutung von Enterokokken als Infektionserreger

Enterokokken verursachen endogene Infektionen, d. h. von der besiedelnden Flora
ausgehende Infektionen (Werner et al., 2008b). Der Pathogenitatswert der Entero-
kokken wird widersprtchlich diskutiert (Klare et al., 2012b). Die Bedeutung des Nach-
weises von Enterokokken in polymikrobiellen Wundinfektionen ist weitgehend ungeklart
(Werner et al., 2008b). Auch ihre Rolle bei Gallenwegsinfektionen ist noch weitgehend
unbekannt. Dennoch wurden Enterokokken in mehreren Studien auf Gallenwegsstents
nachgewiesen. Teilweise stellten sie die haufigste nachgewiesene Bakterienspezies auf

diesen dar (Schneider et al.,, 2014). Die klinische Bedeutung dieses Nachweises ist
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momentan noch umstritten (Rerknimitr et al., 2002; Basioukas et al., 2014; Schneider et
al., 2014).

Viele Harnwegsinfektionen oder noch schwerwiegendere Infektionen, wie zum Beispiel
die Sepsis oder Endokarditiden werden durch Enterokokken verursacht, obwohl sie als
Normalflora den Korper kolonisieren und bei ihnen nur wenige Pathogenitatsfaktoren

beschrieben sind.

Pradisponiert fur Enterokokkeninfektionen sind Patienten mit Fremdkdrpern z. B. kunst-
liche Herzklappen, Harnwegskatheter oder zentralvendsen Zugangen, da Enterokokken
sehr gute Biofilmbildner sind.

Biofilme kénnen Enterokokken vor der Phagozytose, sowie Antibiotika schitzen und
eine Ubertragung von Antibiotikaresistenzgenen begiinstigen. Somit kommt der Biofilm-
bildung eine bedeutende Rolle im Rahmen einer Infektion zu (Paganelli et al., 2012).

An der Bildung dieser mehrschichtigen Biofilme sind bei Enterokokken eine Vielzahl von
Genen beteiligt, von denen viele erst in den letzten Jahren entdeckt wurden. Bis heute
sind Uber 30 verschiedene an der Biofilmbildung beteiligte Gene z. B. esp bekannt
(Paganelli et al., 2012).

Aus diesem Grunde besitzen Enterokokken eine wichtige Bedeutung bei Fremdkdrper-
assoziierten Infektionen, zu deren haufigsten die von Biofilmen auf ZVK, Prothesen,
kunstlichen Herzklappen und Harnwegskathetern ausgehenden Infektionen zéhlen.

1.2 Allgemeine Prinzipien der antibiotischen Behandlung

Zur Behandlung von bakteriellen Infektionen stehen heute eine Vielzahl von Pharmaka
zur Verfigung. Zwischen élteren Substanzen wie Vancomycin, welche bereits in den
50er Jahren des letzten Jahrhunderts auf den Markt gekommen sind und den neueren
Substanzen wie Linezolid mit einer Markteinfihrung um die Jahrtausendwende, kann
der klinisch tatige Arzt auswahlen.

Hierbei muss neben der aktuellen Erkrankung des Patienten immer auch ein Augenmerk
auf die bestehenden Begleiterkrankungen, die betroffenen Organe, Allergien, Immun-
suppression, besondere Begleitumstande z. B. Schwangerschaft und nicht zuletzt auf

das Lebensalter gelegt werden.
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Jedes Arzneimittel hat bestimmte Eigenschaften in Bezug auf seine Wirkweise, sowie
seine Pharmakokinetik im Korper des Patienten.

Auch auf die Darreichungsform bzw. die Durchfiihrbarkeit des Applikationsschemas
muss, besonders im ambulanten Bereich, geachtet werden.

Zuletzt muss der das Antibiotikum verschreibende Arzt noch den zu erwartenden
Erreger bzw. das erwartete Erregerspektrum mit der entsprechenden Resistenzlage
beachten und beriicksichtigen bzw. einschatzen, ob die bisherige Therapie oder die ge-
plante Therapie zum gewollten Ziel, einer mikrobiologisch nachgewiesenen Erreger-
freiheit, fihren kann.

Hierbei muss eine Gradwanderung vollfihrt werden zwischen einer Breitspektrum-
therapie bei lebensbedrohlichen Infektionen, einer kalkulierten empirischen Therapie je
nach zu erwartendem Erregerspektrum und klinischem Bild des Patienten bei akuten
Infektionen und einer gezielten Therapie, spezifisch auf den entsprechenden Erreger
zugeschnitten, bei subakuten/chronischen Infektionen. Da der Resistenzstatus des
Infektionserregers initial oft unbekannt ist, kommen h&ufig Reserveantibiotika zum
Einsatz.

Generell gilt, dass eine antibiotische Therapie, wenn realisierbar, immer mdglichst
spezifisch auf den die Infektion verursachenden Erreger zugeschnitten sein sollte
(Schmalspektrumtherapie). Diese Anpassung kann aber erst nach Bekanntwerden des
Infektionserregers sowie seines Resistenzspektrums erfolgen (Deeskalation).
Nichtsdestotrotz fihrt jede antibiotische Behandlung zu einem Selektionsdruck auf den
Erreger und damit zu der Gefahr der Entwicklung von Resistenzen, sowie der Selektion
dieser resistenten Bakterien mit anschlieRender Unwirksamkeit des eingesetzten
Pharmakons.

In letzter Zeit hat die Bedeutung der Antibiotika zugenommen. Eine Ursache hierfir ist
eine alternde Gesellschaft mit einem zunehmenden Risiko fir Infektionen, welches mit
zunehmender Lange des Krankenhausaufenthaltes ansteigt, sowie die zunehmende
Zahl von (iatrogen) immunsupprimierten Patienten. Unter Bericksichtigung der gerade
genannten Grinde, insbesondere der zunehmenden Dauer des Krankenhausaufent-

halts, kommt der nosokomialen Infektion eine besondere Bedeutung zu.
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Nosokomiale Infektion

Die nosokomiale Infektion bezeichnet eine lokale oder systemische Reaktion des
Organismus auf eine Infektion mit exo- oder endogenen Krankheitserregern, fur welche
kein Hinweis bei Aufnahme in das Krankenhaus bestanden hat bzw. welche sich zum
Aufnahmezeitpunkt noch nicht in der Inkubationsphase befand (RKI, 2011). Infektionen,
welche wahrend des Krankenhausaufenthaltes (z. B. nach den ersten 48 Stunden fur
Harnwegsinfektionen (Definition der Centers for Disease Control and Prevention))
erworben und erst nach dessen Ende manifest werden, zahlen ebenfalls zu den
nosokomialen Infektionen (RKI, 2011). Dabei erfolgt im 8 2 IfSG keine eindeutige
Definition eines festgelegten Zeitintervalls, ab welchem Tag des Krankenhaus-
aufenthalts eine Infektion als nosokomial gilt (IfSG, 2015). Grundlage hierfir sind die
unterschiedlichen Inkubationszeiten der einzelnen Erreger. Um eine Vergleichbarkeit zu
ermoglichen, hat das CDC Richtlinien erarbeitet, welche Kriterien (z. B. klinischer
Befund, Ergebnisse von Laboruntersuchungen, sonstige diagnostische MalRnahmen) fur
einzelne Infektionen erfullt sein missen, damit von einer nosokomialen Infektion

gesprochen werden kann (RKI, 2011).

1.2.1 Glykopeptid-Antibiotika

Der bekannteste Vertreter der Gruppe der Glykopeptid-Antibiotika ist das Vancomycin.
Es wurde bereits in der Mitte des letzten Jahrhunderts entwickelt, die Markeinfihrung in
Deutschland fand im November 1980 statt (Griffith, 1984; Levine, 2006). Im Ausland
wurde es bereits 1973 zur Therapie eingesetzt (Hawley und Gump, 1973).

Der Wirkmechanismus basiert auf der nicht-kovalenten Bindung von Substraten der
Zellwandbiosynthese in eine fur D-Alanyl-D-Alanin sehr spezifische dreidimensionale
Tasche des grof3en Glykopeptidmolekuils mit anschlielender sterischer Behinderung der
weiteren Zellwandbiosynthese (Reynolds, 1989).

Typische Indikationen sind schwere Infektionen durch Gram-positive Kokken, Entero-
kokken oder die nach vorheriger Antibiotikatherapie durch das Toxin des Clostridium
difficile hervorgerufene pseudomembrandse Kolitis.

Kontraindikationen fur den Einsatz sind bestehende Vorerkrankungen des Ohrs und der

Niere, da Vancomycin oto- und nephrotoxisch sein kann (Stahlmann et al., 2009).
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Eine orale Aufnahme des Pharmakons fur eine systemische Wirkung ist zudem nicht
maoglich, da keine Resorption im Darm stattfindet. Die Elimination erfolgt Uberwiegend
renal, bei einer Halbwertszeit (HWZ) von 6 Stunden (h) mit der Moglichkeit einer Akku-
mulation bei entsprechend reduzierter glomerularer Filtrationsrate (GFR). Zudem ist
Vancomycin kaum liquorgangig und erreicht nur sehr geringe Spiegel im Knochen
(Stahlmann et al., 2009).

Durch die hohe Anzahl der Vancomycin-resistenten Enterokokken (VRE) sollte der Ein-
satz dieses Reserveantibiotikums nur gut Uberlegt erfolgen, um den Selektionsdruck zu

reduzieren und eine hohe VRE-Inzidenz zu vermeiden (Klare et al., 2012b).

1.2.2 Oxazolidione

Das erste Antibiotikum dieser neuen Stoffklasse ist das Linezolid. Sein Wirkmecha-
nismus basiert auf einer Hemmung der bakteriellen Proteinbiosynthese uber eine
Inhibition der Bildung des Initionskomplexes, welcher aus der ribosomalen 30S
Untereinheit, mMRNA, den Initiationsfaktoren IF1, IF2, IF3, sowie GTP besteht (Swaney
et al.,, 1998). Somit besitzt es eine bakteriostatische Wirkung gegen Entero- und
Staphylokokken. Aufgrund dieses Wirkmechanismus kann sich eine Kreuzresistenz mit
anderen Antibiotika zumindest theoretisch nicht entwickeln (Fines und Leclercq, 2000;
Eich und Krahenbrihl, 2002).

Die Indikation fir den Einsatz ist die Behandlung von multiresistenten Gram-positiven
Erregern. Die Wirksamkeit von Linezolid gegen VRE, MRSA, Methicillin-resistente,
koagulase-negative Staphylokokken ist nachgewiesen, sodass es unter diesen Indika-
tionen haufig eingesetzt wird (Clemett und Markham, 2000; Rybak et al., 2000; Eich und
Krahenbrthl, 2002).

Zur Zeit kann Linezolid oral und intravends appliziert werden, die orale Bioverfugbarkeit
liegt bei 100 %, die maximale Serumkonzentration (Cmax) wird nach 1-2 Stunden erreicht
und die HWZ betragt 5 Stunden (Eich und Krahenbruhl, 2002). Die Wasserl6slichkeit ist
im Bereich ph 5-9 gleichbleibend, die Ausscheidung erfolgt zu 78 % renal in unveran-
derter bzw. in Form der beiden Hauptmetabolite (Sorgel et al., 2004).

Als haufigste Nebenwirkungen werden Diarrhoen und Thrombozytopenie bzw. eine
reversible Knochenmarksuppression beschrieben (Clemett und Markham, 2000; Eich
und Krahenbruhl, 2002).
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1.2.3 Resistenzen der Enterokokken gegen Glykopeptid-Antibiotika

Wahrend die Beta-Lactam-Antibiotika mit Penicillinbindeproteinen (PBP) interagieren
und dadurch die Zellwandbiosynthese der Bakterien verhindern, inaktivieren
Glykopeptid-Antibiotika nicht die Enzyme der Peptidogykanbiosynthese, sondern inter-
agieren mit den fur die Zellwandbiosynthese bendétigten Substraten. Die Zielstruktur sind
die beiden endstandigen D-Alanyl-D-Alanin-Reste der Peptidseitenkette, die zu einer
langen Kette aus Zellwandgrundbausteinen (N-Acetyl-Glucosamin-N-Acetyl-N-Muramin-
saure-Pentapeptid) gehoren und die Quervernetzung des Peptidoglykangerusts und
damit dessen Stabilitat sicherstellen (Klare et al., 2012b). Normalerweise erfolgt durch
die nicht-kovalente Bindung der Glykopeptidmolekile eine sterisch bedingte Behinde-
rung der Zellwandsynthese, d. h. die Bindung der die Zellwand aufbauenden Enzyme
(Transpeptidasen, Transglykosidasen) an die Substrate wird blockiert (Reynolds, 1989,
Courvalin, 2006). Durch die GroRRe dieser Moleklle ist eine Passage der aul3eren
Zellwand von diesen Molektlen nicht mdglich. Deshalb sind Glykopeptid-Antibiotika nur
gegen Gram-positive und nicht gegen Gram-negative Bakterien wirksam. Unmittelbare
Folge der gestdrten Zellwandsynthese ist die Instabilitét und Durchlassigkeit des
Mureinsacculus und folglich der Zelltod. Somit kommt es zu einer sekundaren
Bakterizidie von proliferierenden Bakterien bei der Zellteilung (Courvalin, 2006).

Als Antwort auf den Glykopeptid-induzierten Selektionsdruck entwickelte sich die Glyko-
peptid-Resistenz, die durch eine Modifikation der Zellwandbiosynthese mittels Aus-
tausch des endstandigen D-Alanin gegen ein D-Lactat oder ein D-Serin erreicht wird. Als
Folge ist die Ausbildung der oben beschriebenen nicht-kovalenten Bindung zwischen
den entsprechenden Molektlen nicht mehr mit der gleichen Affinitat moglich. Die Affini-
tat des Glykopeptid-Antibiotikums zu seinem Substrat wird um Faktor 1000 verringert
und somit wird die Inhibition der Zellwandbiosynthese aufgehoben. Diese Modifikation
ist phanotypisch meist in einem Anstieg der minimalen Hemmkonzentration (MHK) far
Vancomycin (= 4 ug/ml) messbar (Klare et al., 2012b).

Wie bereits aus der Tab. 1 ersichtlich war, unterscheidet man bei der Gattung Entero-
coccus intrinsische (naturliche) gegenuber extrinsischen (erworbene) Glykopeptid-Re-
sistenzen (Werner et al., 2008b; Klare et al., 2012b).

Die naturlichen (intrinsischen) Resistenzen von Resistenztyp VanCi (E. gallinosum) und

VanC: (E. casseliflavus) mit einem terminalem D-Alanyl-D-Serin-Rest fihren ebenfalls
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zu einer Anderung der Affinitat des Glykopeptid-Antibiotikums Vancomycin zu der ent-
sprechenden Aminosaureseitenkette (Pentapeptid).

Dennoch kommt es nicht zur vollstandigen Aufhebung der Bindung, wie dies beim
erworbenen VanA- bzw. VanB- Resistenztyp der Fall ist. Es resultiert eine MHK im Be-
reich von 2-8 pg/ml (Variationsbreite: 1-32 pg/ml). Die natirliche (VanC1/2) chromo-
somal lokalisierte Resistenz gilt als nicht Gbertragbar (Werner et al., 2008b).

Die erworbenen Glykopeptid-Antibiotika-Resistenzen lassen sich genotypisch unterglie-
dern. Mittlerweile sind verschiedene Ligase-Gene (vanA, vanB, vanD, vanE, vanG,
vanL, vanM und vanN) bekannt, welche zu veranderten Ligaseprodukten fuihren z. B. D-
Alanyl-D-Lactat (Cercenado, 2011). Von diesen 8 Resistenztypen haben bis jetzt in der
Humanmedizin nur der VanA- und der VanB-Resistenztyp, vermittelt durch das vanA-
bzw. das vanB-Gen, eine klinische Bedeutung. Beide Gene kénnen chromosomal, aber
auch auf Plasmiden lokalisiert sein und sind somit konjugativ Ubertragbar (Leclercq et
al., 1989; Werner et al., 2008b). Der bereits resistentere (siehe Tab. 1) E. faecium gilt
hierbei als Reservoir der Ubertragbaren vanA- und vanB-bedingten Resistenzen (Klare
et al., 2012b).

Der Unterschied zwischen beiden Genen liegt im Resistenztyp. Der VanA-Resistenztyp
bewirkt eine hohe Vancomycin- und zusatzlich eine Teicoplaninresistenz. Letzteres ist
beim VanB-Resistenztyp nicht der Fall. Des Weiteren liegt die MHK des VanA-
Resistenztyps mit 8-1000 pg/ml héher als die des VanB-Resistenztyps mit 4-32 pg/ml
(Klare et al., 2012b).

Vancomycin-resistente Enterokokken mit Ubertragbaren Resistenzen sind schon seit
langerem bekannt. Ihre Erstbeschreibung erfolgte zeitgleich bereits im Jahr 1988 in
Frankreich und England (Leclercq et al., 1989; Uttley et al., 1989; Klare et al., 2012b).
Wichtig ist zudem, dass es sich bei beiden Resistenztypen um induzierbare Resistenzen
handelt. Ein membranstandiger Sensor (VanS) fuhrt hierbei Gber einen nicht vollstandig
geklarten Mechanismus zu einer Autophosporylierung und damit zu einer Aktivierung
der sensoreigenen Histidinkinasefunktion am C-Terminus. Dies fuhrt zu einer anschlie-
Renden Ubertragung des Phosphatrestes auf ein zytoplasmatisches Regulatorprotein
(VanR), welches dadurch aktiviert wird und als Transkriptionsfaktor die Genexpression
verandert (Hong et al., 2008; Werner et al., 2008b). Bei fehlender Stimulation des VanS
kommt es zur Dephosphorylierung und folglich zu keiner Anderung der Genaktivitat.
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Liegt eine Resistenz gegen Glykpeptid-Antibiotika vor, kommt es zu einer Reduktion der
therapeutischen Maoglichkeiten. Zum Einsatz kommen dann meist Tigecyclin,
Daptomycin (Resistenzen sind sehr selten, besonders bei Vorliegen des VanB-
Resistenztypes in < 1 % der Isolate), Quinupristin/Dalfopristin (nur gegen E. faecium
wirksam und nicht in Deutschland verflgbar), sowie Linezolid. Sie alle wirken Uber
andere Wirkmechanismen und gelten als Reserveantibiotika zum Einsatz bei Methicillin-
resistenten S. aureus und S. epidermidis sowie VRE. Resistenzen gegen diese
Substanzklassen sind heute noch selten, aufgrund des breiteren Einsatzes allerdings
haufiger als in der Vergangenheit.

Nach aktueller Datenlage handelt es sich bei Linezolid und Tigecyclin um sehr gut
wirksame Préparate gegen die Resistenzen in Deutschland selten sind (RKI, 2013).

In den letzten Jahren ist es zu einem deutlichen Anstieg von vanB-kodierten
Glykopeptid-resistenten E. faecium-Stammen gekommen. Dadurch kam es zu einer
Steigerung der Haufigkeit der das vanB-Gen besitzenden Stamme, sodass man heute
fast eine Gleichverteilung des VanA- und des VanB-Resistenztyps feststellen kann (RKI,
2013).

1.2.4 Linezolidresistenz bei Enterokokken

Gegen das oben erwdhnte Reserveantibiotikum resistente Enterokokken sind heute
noch sehr selten. Dennoch kommt es seit der Erstbeschreibung in Deutschland im Jahr
2004 zu einer Zunahme dieser Stamme (Schulte et al., 2008). In einer Studie des
Robert-Koch-Institutes wurden Linezolidresistenzen bei 1,8 % der eingesandten
Vancomycin-resistenten E. faecium-Isolate nachgewiesen, sodass Linezolidresistenz bei
Enterokokken keinesfalls eine Ausnahme darstellt. Dennoch ist ein Grol3teil der
Linezolid-resistenten Enterokokken Vancomycin-sensibel (RKI, 2013).

Mittlerweile sind verschiedene Resistenzmechanismen beschrieben worden, welche alle
eine Verdnderung der Doméne V der 23S rRNA zum Ziel haben, um eine Wirkung des
Linezolids und damit eine bakterizide Wirkung durch Hemmung der Proteinbiosynthese
auf das Bakterium zu verhindern. Der haufigste beschriebene Mechanismus ist eine
Punktmutation in der DNS-Sequenz fur die Stelle 2576 der Domane V der 23S rRNA,
durch welche es zu einem Austausch von Guanin gegen Thymin (G2576T) kommt
(Patel et al., 2013; Sanchez-Diaz et al., 2014).
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Bis heute konnte keine Ubertragung dieser Mutation nachgewiesen werden, welche
vermutlich spontan auftritt und unter dem Selektionsdruck einer entsprechenden
Therapie mit Linezolid zu einem Linezolid-resistenten Stamm fuhrt (Kehrenberg et al.,
2007; Patel et al., 2013).

Die Frequenz dieser spontanen Mutationen wird, im Vergleich zu anderen Bakterien-
familien, mit 10° bis 10! bei Enterokokken als sehr niedrig angegeben (Prystowsky et
al., 2001).

Zusatzlich zu diesem Mechanismus kann die Linezolidresistenz auch durch das cfr-Gen
vermittelt werden. Das cfr-Gen ist ein fur Enterokokken seltener Resistenzmechanismus
und wurde vorher bereits in Staphylokokken beschrieben, dessen ungeachtet kann es
vermutlich auch in einigen Fallen fur Linezolidresistenz bei Enterokokken verantwortlich
gemacht werden (Schwarz et al., 2000; Kehrenberg et al., 2005; Toh et al., 2007; Diaz
et al., 2012; Flamm et al., 2012; Ntokou et al., 2012; Patel et al., 2013; Sanchez-Diaz et
al., 2014). Dieses Gen kodiert fur eine Methyltransferase, welche die posttranskripti-
onale Methylierung eines Adenins an der Stelle 2503 in der 23S rRNA bewirkt. Hierbei
ist das cfr-Gen meist auf Plasmiden lokalisiert, welche zwischen Bakterienstdmmen
durch horizontalen Gentransfer Ubertragen werden konnen (Kehrenberg et al., 2007,
Patel et al., 2013). Gleichwohl wurde dieses Gen urspringlich in S. sciuri in Tieren be-
schrieben (Schwarz et al., 2000). Es vermittelt noch weitere Antibiotikaresistenzen z. B.
gegen Chloramphenicol, Lincosamide, Pleuromutiline und Streptogramine (Long et al.,
2006; Sanchez-Diaz et al., 2014).

Die Therapie Linezolid-resistenter Enterokokken gestaltet sich schwierig. Bei zusatz-
lichem Vorliegen einer Vancomycinresistenz wéren andere Reserveantibiotika wie
Tigecyclin oder Daptomycin das Mittel der Wahl. Im gunstigsten Fall findet sich keine
Resistenz fur Vancomycin, sodass dieses Pharmakon zur Therapie eingesetzt werden

kann.
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1.3 Zielsetzung

Die Kenntnis der klinikeigenen Resistenzlage ist heute bei der Erstellung von Kklinik-
eigenen Leitlinien fur die Antibiotikatherapie unumganglich. Im Sinne des Antibiotic
Stewardship (rationale Antiinfektivaverordnung) soll durch gezielte Antibiotikatherapie
eine Einsparung von Breitbandantibiotika erreicht werden.

In der vorliegenden Arbeit soll eine klinikbezogene und klinikiibergreifende Analyse der
epidemiologischen Verteilung von Vancomycin-resistenten Enterokokken an einem
Klinikkum der Maximalversorgung (KMV) erfolgen. Zudem soll die Einsatzmdglichkeit
einer real-time PCR zur Detektion von VRE in der Routinediagnostik mit ihren Vor- und
Nachteilen eruiert werden. Aus der Kenntnis dieser Daten sollen Hinweise auf
potentielle Optimierungspotentiale im Umgang mit VRE erhalten werden.

Zusétzlich soll eine Untersuchung der Epidemiologie und des Resistenzmechanismus
von Linezolid-resistenten Enterokokken am KMV erfolgen, um Anhaltspunkte auf das

bestehende oder zukiinftige Risikopotential dieser Erreger zu erhalten.
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2. Material und Methoden

2.1 Laborgerate

Tab. 2: Zur Erstellung der Arbeit verwendete Gerate (Bezeichnung, Modell, Hersteller).

Bezeichnung
Agarose-Gelelektrophorese-
steuerungseinheit

Modell
Consort EV243 Range
Power supply Unit

Hersteller
Consort bvba, (Turnhout,
Belgium)

Agarose-
Gelelektrophoresekammer

40-0911

PEQLAB Biotechnologie
GmbH, (Erlangen,
Deutschland)

Densitometer Densichek Plus bioMerieux, SA, (Nurtingen,
Deutschland)
Diversilab 2100 Bioanalyzer bioMerieux, SA, (Nurtingen,
Instruments Deutschland)
ImageMaster ImageMaster VDS Pharmacia Biotech,
system Modellnummer: | (Freiburg, Deutschland)
80-6254-80

integrierter Fotodrucker des
ImageMasters

FUJIFILM THERMAL
IMAGING SYSTEM
FT1-500

FUJIFILM Europe GmbH,
(Dusseldorf, Deutschland)

Magnetrihrer mit Heizung

RCTbasic

Ika Labortechnik, (Staufen,
Deutschland)

Nanodrop NanoDrop® ND-1000 PEQLAB Biotechnologie
Spectrophotometer mit | GmbH, (Erlangen,
Software V. 3.7.0 Deutschland)
PCR-Cycler Labcycler Sensoquest, (Gottingen,
Deutschland)
Rotor-Gene RG 3000 Corbett Research UK, (Saint

Neots, Cambridgeshire,
England)

Schittelinkubator

Vortemp 56 EVC

Labnet International Inc.,
(Edison, New Jersey, USA)

Schittelinkubator im TR-250 INFORS AG, (Bottmingen,
Brutraum Schweiz)
Schittelwasserbad SW22 JULABO GmbH, (Seelbach,

Deutschland)

Vortexer/Schitter Vortex-Genie 2 (Model | Scientific Industries, Inc.,
G560E) (Bohemia, New Jersey,
USA)
Zentrifuge Heraeus Biofuge fresco | DJB Labcare Ltd, (Newport

Pagnell, Buckinghamshire,
England)
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2.2 Molekularbiologische Enzyme und Reagenzien

Tab. 3: Zur Erstellung der Arbeit im Labor verwendete Reagenzien (Bezeichnung,

Hersteller (Standort, Land)).

Bezeichnung der Reagenzien
10 X Dreamtaq Buffer

Hersteller (Standort, Land)

Thermo Fisher Scientific, (Waltham,
Massachusetts, USA)

10 X FastAP Buffer

Thermo Fisher Scientific, (Waltham,
Massachusetts, USA)

10 X FastDigest Buffer

Thermo Fisher Scientific, (Waltham,
Massachusetts, USA)

10 X T4 DNA Ligase Buffer

Thermo Fisher Scientific, (Waltham,
Massachusetts, USA)

6 X DNA Loading Dye

Thermo Fisher Scientific, (Waltham,
Massachusetts, USA)

Amplitag® DNA Polymerase with GeneAmp®

10 x PCR Buffer

Applied Biosystem, (Carlsbad,
Kalifornien, USA)

Diversilab® Enterococcus Kit

bioMerieux, SA, (Nurtingen,
Deutschland)

dNTP Mix, 10 mM each

Thermo Fisher Scientific, (Waltham,
Massachusetts, USA)

DreamTag DNA Polymerase (5 U/ul)

Thermo Fisher Scientific, (Waltham,
Massachusetts, USA)

FastAP Thermosensitive Alkaline
Phosphatase (1 U/uL)

Thermo Fisher Scientific, (Waltham,
Massachusetts, USA)

FastDigest Hindlll

Thermo Fisher Scientific, (Waltham,
Massachusetts, USA)

FastDigest Sall

Thermo Fisher Scientific, (Waltham,
Massachusetts, USA)

HotStarTaq Master Mix Kit (1000 U)

QIAGEN GmbH, (Hilden, Deutschland)

Phusion High-Fidelity Buffer

Thermo Fisher Scientific, (Waltham,
Massachusetts, USA)

Phusion High-Fidelity DNA Polymerase (2
u/ul)

Thermo Fisher Scientific, (Waltham,
Massachusetts, USA)

QIAprep® Spin Miniprep Kit

QIAGEN GmbH, (Hilden, Deutschland)

QIAquick® PCR Purifikation Kit

QIAGEN GmbH, (Hilden, Deutschland)

T4 DNA Ligase

Thermo Fisher Scientific, (Waltham,
Massachusetts, USA)

UltraClean® Microbial DNA Isolation Kit

MO BIO Laboratories, Inc., (Carlsbad,
Kalifornien, USA)

XL10-Gold Ultracompetent Cells

Agilent Technologies, Inc., (Santa
Clara, Kalifornien, USA)




2.3 Antibiotika, Nahrmedien, Chemikalien, Materialien und Medienzusatze

Tab. 4: Zur Erstellung der Arbeit im Labor verwendete Reagenzien und Materialen
(Hersteller (Standort, Land)).

Bezeichnung der Reagenzien Hersteller (Standort, Land)

0,1 mm Diameter.- Glas Beads

Carl Roth GmbH+Co.KG, (Karlsruhe,
Deutschland)

Ampicillin

Roche Diagnostics GmbH, (Mannheim,
Deutschland)

CHROMAGAR VRE

Mast Diagnostica GmbH, (Reinfeld,
Deutschland)

Columbia Agar with 5 % Sheep Blood

BD, (Heidelberg, Deutschland)

Difco™ Skim Milk

BD, (Heidelberg, Deutschland)

Eppendorf Research plus (0.1-2.5 ul; 2 -
20 pl; 20 —200 pl; 100—1000 pl)

EPPENDORF AG, (Hamburg,
Deutschland)

Impfschlingen

Sarstedt, (NUmbrecht, Deutschland)

LB-Agar: LB-Medium mit 1,5 % Bacto-
Agar (BD 214030)

BD, (Heidelberg, Deutschland)

LB-Medium: 0,05 % (w/v) Hefeextrakt
(OXOID L 21 (106404)), 0,05 % (w/v)
NaCl (Merck 106404), 1 % (w/v) Bacto-
Trypton (BD 211705)

OXOID Deutschland GmbH, (Wesel,
Deutschland)

Merck KGaA, (Darmstadt, Deutschland)
BD, (Heidelberg, Deutschland)

Linezolid

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, (Minchen,
Deutschland)

Linezolid E-Test

bioMérieux Deutschland GmbH,
(NUrtingen, Deutschland)

Muller-Hinton-Agar |l

BD, (Heidelberg, Deutschland)

Safe-Lock 1,5 ml EPPENDORF TUBES®

EPPENDORF AG, (Hamburg,
Deutschland)

TipONE® Pipettenspitzen

Starlab GmbH, (Hamburg, Deutschland)

Ultrapure™ Agarose

Life Technologies GmbH, (Darmstadt,
Deutschland)

2.4 Methoden der Keimidentifizierung

In die Stichprobe wurden nur Erstisolate von Vancomycin-resistenten Enterokokken von

Patienten aus der Routinediagnostik des IMMIP (Instituts fir Medizinische Mikrobiologie,

Immunologie und Parasitologie des Universitatsklinikums Bonn) im Zeitraum Januar bis

Dezember 2013, sowie Linezolid-resistente Enterokokken von Patienten am UKB

(fortgeschrieben als KMV) im Zeitraum Februar 2013 bis Februar 2014 eingeschlossen.

Die Speziesdifferenzierung erfolgte mit Hilfe des MALDI-TOF MS. Die Resistenz-
bestimmung erfolgte durch den VITEK2® (bioMerieux, SA, Nirtingen, Deutschland) AST
Karte 611. Als Screening Agar wurde der CHROMAGAR VRE von Mast Diagnostica
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GmbH (Reinfeld, Deutschland) verwendet. Die Linezolidresistenz wurde mit dem E-Test

(bioMérieux Deutschland GmbH, Nurtingen, Deutschland) bestétigt.

2.5 Methoden der Resistenzprifung

251 E-Test

Beim E-Test (=Epsilometertest) handelt es sich um eine einfache Methode, die minimale
Hemmkonzentration (MHK) und damit die Wirksamkeit eines Antibiotikums (AB) gegen
einen Mikroorganismus zu bestimmen. Dabei wird ein Antibiotika-haltiger Kunst-
stoffstreifen auf einen vorher rasenférmig beimpften Agar gelegt. Durch die Diffusion des
AB in den Agar und durch die vom unteren zum oberen Ende des Teststreifens
exponentiell zunehmende AB-Konzentration kommt es zur Entstehung eines AB-
Gradienten im Agar. Nach einer Bebrutung von 18 + 2 Stunden kann die MHK als
hochste Konzentration, bei der sich noch kein Hemmhof um den Teststreifen gebildet
hat, entsprechend dem ellipsenférmigen Schnittpunkt des Bakteriumwachstums und
dem Teststreifen, abgelesen werden (siehe Abb. 14, 15).

Es wurden Linezolid E-Tests und Miiller-Hinton-Agar, welche vorher mit einer 0.5
McFarland Bakteriensuspension beimpft wurden, fir die Bestimmung der Linezolid MHK
der Enterokokken benutzt. Die Auswertung erfolgte entsprechend den aktuellen
EUCAST-Richtlinien (The European Committee on Antimicrobial Susceptibility Testing).
Sogenannte Breakpoint Tab. sind unter http://www.eucast.org fur die MHK Interpretation
und die Hemmhofdurchmesser hinterlegt. In der vorliegenden Arbeit wurde die Version
4.0, 2014 verwendet (EUCAST, 2014).

2.5.2 Ubernachtkultur (UNK)

Eine weitere Methode zur Bestimmung von Resistenzen bzw. zur Selektion von
resistenten Bakterien ist die UNK. Hierbei handelt es sich um ein mit Antibiotika
versetztes LB-Nahrmedium, welches fur 10-12 Stunden im Schiittelinkubator bei 160
rpm inkubiert wird. Beim Vorliegen von Resistenzen kommt es zu einem Wachstum des
Bakteriums und damit zur Tribung der Flussigkultur. Zur Uberpriifung der Enterokokken
auf Linezolidresistenz wurden UNK mit Linezolidkonzentrationen von 4 bzw. 8 ug/ml

eingesetzt.
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Zur selektiven Anreicherung von positiven Klonen zur Plasmidisolation wurden UNK mit

einer Konzentration von 40 pg/ml Ampicillin eingesetzt.

2.5.3 Selektivagar

Zur Uberprifung der Vancomycinresistenz des VITEK2® wurden Vancomycin-haltige
Agarplatten (Mast Diagnostica GmbH) verwendet, welche nach Beimpfung mit der
entsprechenden Probe mittels 3-Osen-Ausstrich bei 37 + 1 °C fur 18 +2 Stunden
bebritet wurden. Beim Vorliegen von resistenten Enterokokken kommt es zum Wachs-
tum, bei dem sich die entsprechenden Kolonien auf Grund eines Indikatorumschlags lila
farben konnen.

Zur selektiven Anreicherung von Linezolid-resistenten Enterokkoken wurde LB-Agar mit

einer Linezolidkonzentration von 4 pug/ml verwendet.

2.6 Herstellung von Lysaten

50 pl H20 wurden in 1,5 ml Eppendorf Tubes aliquotiert. 1-2 Kolonien einer Reinkultur
des entsprechenden Bakteriums wurden anschliel3end resuspendiert und bei 95 °C und
50 rpm fir 10 min im Schittelinkubator inkubiert.

Abschliel3end erfolgte eine Zentrifugation bei 13000 rpm fur 10 min, sowie die Abnahme
des Uberstandes unter Vermeidung des Pellets.

Zur Herstellung von Lysaten Linezolid-resistenter Enterokokken wurden die Kolonien in
Eppendorf Tubes mit Glasbeads resuspendiert. Des Weiteren erfolgte vor der Zentri-
fugation noch eine Inkubation bei Raumtemperatur und maximaler Stufe (3200 rpm) flr
10 min im Schittler (Scientific Industries, Inc., Bohemia, New Jersey, USA).

Die DNA-Konzentration wurde anschlieRend photometrisch mit Hilfe des Nanodrop

gemessen.

2.7 Moleklarbiologische Methoden

2.7.1 Prinzip der Polymerasekettenreaktion (PCR)
Bei der PCR handelt es sich um die gezielte enzymatische in-vitro Vervielfaltigung eines
bestimmten Genomabschnittes bzw. eines Genabschnittes z. B. eines Mikroorganismus.

Dabei wird die Grolle des entstehenden Fragmentes durch die Bindungsstelle der
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Primer an der DNS bestimmt. Im Verlauf der PCR kommt es zu einer exponentiellen
Vervielfaltigung der Fragmente unter Verwendung von bereits entstandenen
Fragmenten.

Fir die 23S-, VanA/VanB-Klonierungs-PCR, sowie fir die Kontroll-PCR der Klonierung
wurden folgende Reaktionsansatze (siehe Tab. 5: DreamTaq) bzw. fur die cfr-PCR
wurde folgender Ansatz (siehe Tab. 5: Phusion) nach Anleitung des Herstellers
verwendet:

Tab. 5: Versuchsansatze der DreamTag- und Phusion-PCR. Aufgelistet sind die benutz-
ten Reagenzien mit entsprechenden Mengen, welche im Rahmen einer PCR mit der
DreamTaq bzw. Phusion DNA Polymerase benutzt wurden.

DreamTaq pl/Ansatz Phusion pl/Ansatz
H20 18,875 35
dNTP Mix, 10 mM each 0,5 1
Primer Fw 0,25 0,5
Primer Rv 0,25 0,5
Puffer 10 X Dreamtaq 2,5 Phusion High-Fidelity 10

Buffer Buffer
Polymerase DreamTaqg DNA 0,125 Phusion High-Fidelity 0,5

Polymerase (5 U/ul) DNA Poymerase

(2 U/l

Probe 2,5 2,5
Gesamt 25 ul 50 pl

Folgende Cycling-Bedingungen wurden nach leicht modifizierter Anleitung des
Herstellers benutzt:

Tab. 6: Temperatur und Zeiten der einzelnen PCRs. Angegeben sind die Temperaturen
und Zeiten der einzelnen PCRs in Abhéngigkeit von der Zyklusphase. Mit X gekenn-
zeichnete Werte sind in Tab. 8 fur die jeweilige PCR angegeben.

VanA/VanB-PCR

Zyklus-

Zyklusphase DreamTaq Phusion

zahl
Tempe- Zeit (s) Tempe- Zeit (s) | Dreamtaq | Tempe-
ratur (°C) ratur (°C) (Phusion) | ratur (°C)/ | zahl
Zeit (s)
Initiale 80 300 98 180 1(1) 95/900 1
Denaturierung
Denaturierung 95 45 98 10 95/15
Anlagerung X 45 X 30 35 (30) 56 /30 37
Elongation 72 X1 72 30 72130
min/kb)

Finale Elongation | 72 600 72 600 1) 72 /600 1

Das Primerdesign wurde mit Hilfe des CodonCode Aligner V. 4.2.4. sowie NCBI durch-

gefuhrt. Die Herstellung der lyophilisierten Primer erfolgte durch Biolegio (Nimwegen,
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Niederlande). Anschlie3end erfolgte eine Verdinnung auf 100 umol/l als ,stock solution®
und 10 pmol/ul als ,working primer solution®. Fir die verwendeten Primer siehe Tab. 8.
Zur Aufreinigung der Produkte der 23S-, VanA/VanB-Klonierungs-PCR, sowie flr die
Kontroll-PCR der Klonierung (pGl3-Basic) wurde das QIAquick® PCR Purifikation Kit
verwendet.

Die Sequenzierung wurde durch Seglab-Sequence Laboratories Gottingen GmbH
durchgefuihrt und die Analyse der resultierenden Sequenz wurde mit Hilfe des
CodonCode Aligner V. 4.2.4, sowie NCBI BLAST vorgenommen. Alle Reagenzien
wurden bei - 20 °C gelagert.

2.7.1.1 Quantitative Real-time PCR (Echtzeit-PCR)

Bei der real-time PCR handelt es sich um eine Variante der oben beschriebenen PCR
unter Verwendung von Sonden, welche bereits bei hbheren Temperaturen und damit vor
dem Synthesebeginn der DNS-Polymerase an die DNS binden. Sie besitzen an einem
Ende einen Fluoreszenzfarbstoff (=Reporter) und am anderen Ende einen Quencher,
welcher die vom Reporter emittierte Farbe absorbiert. Hierdurch ist mit Ausnahme der
Hintergrundfluoreszenz kaum Fluoreszenz messbar. Beim Auftreffen der DNS-
Polymerase im Rahmen der Elongationsphase auf die Sonde kommt es durch die 5°-3'-
Exonukleaseaktivitat der Polymerase zu einer Trennung des Reportes und des
Quenchers. Da nun keine Fluoreszenzabsorbtion mehr stattfindet, kommt es zu einem
messbaren Fluoreszenzanstieg. Die Fluoreszenzmessung erfolgt am Ende der
Elongationsphase aller Zyklen und ermdglicht in Echtzeit eine Aussage, ob es durch die
PCR zur Vervielfaltigung eines zur Sonde passenden Fragments kommt.

Die real-time PCR wurde zum Nachweis des VanA- oder VanB-Gens, sowie eines
Kontrollgens (16S-Eubac) aller in der Stichprobe enthaltenen VRE bzw. aller VSE des
Kontrollkollektivs benutzt und auf dem RG 3000 (Corbett Research UK, Saint Neots,
Cambridgeshire, England) mit der Rotor-Gene-Analysis Software 6.1 durchgefihrt.
Positive (pGL3-Basic mit entsprechendem Insert, bzw. sequenzierte VRE; Vancomycin-
sensibler Enterokkokus) und negative Kontrollen (H20) wurden bei jedem Lauf mitge-
fuhrt, um die Gultigkeit des Ergebnisses zu bestatigen und eine Kontamination aus-

zuschlieRRen.
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Es wurde folgender Versuchsansatz benutzt:

Tab. 7: Mengen und Konzentrationen der verwendeten Reagenzien der VanA/VanB-
PCR. Diese Multiplex-PCR besteht aus der VanA-, VanB- und 16S-PCR. Zu jedem
Ansatz kann entweder eine Kontrollprobe oder eine zu untersuchende Probe
hinzugefuigt werden.

Konzentration pl/Ansatz

HotStarTagq Master Mix 12,5
VanA

VanA-Fw 50 pmol/pl 0,25

VanA-Rv 50 pmol/pl 0,25

VanA-Sonde 10 pmol/ul 0,37
VanB

VanB-Fw 50 pmol/pl 0,25

VanB-Rv 50 pmol/pl 0,25

VanB-Sonde 10 pmol/ul 0,37
16S

16S-Eubac-Gen 5 pmol/ul 0,25

(Unibac) Fw

16S-Eubac-Gen 5 pmol/pl 0,25

(Unibac) Rv

16S-Eubac-Gen 10 pmol/pl 0,37

(Unibac) Sonde
H20 7,4
Probe 2,5
Gesamt 25

Fur die Sequenzen der verwendeten Primer und Sonden siehe Tab. 8. Fur Cycling-
Bedingungen nach leicht modifizierter Anleitung des Herstellers siehe Tab. 6. Die

Lagerung aller verwendeten Reagenzien erfolgte bei - 20 °C.



Tab. 8: Zur Erstellung der Arbeit verwendete Primer und Sonden mit entsprechenden Sequenzen und Quellen. Bei den
gekennzeichneten Primern (*) besteht die Sequenz der Primer (5-> 3‘) aus Alibibasen (fett), der Schnittstelle fur die
Restriktionsenzyme (unterstrichen) und der entsprechenden Zielsequenz. bp=Basenpaare.

Gene | Bezeichnung bzw. Beschreibung Primer 5°-3° Fragment- Quelle (Bei dieser Studie:
bzw. gréRe Anlagerung und Elongation
Vektor (bp) (nach DeamTagq-Protokoll))
vanA VanA Fw Fw 5’-ATG AAT AGA ATA AAA GTT GCA ATACT-3 212 (Werner et al., 2011)
VanA Rv Rv 5-GGC GAG AGT ACA GCT GAATA-3
VanA Sonde 5'-TET-CTC AGA GGA GCA TGA CGT ATC GGT-BHQI-3
VanA Fw mit Schnittstelle Hind 1lI* | Fw 5'-GTA TAA GCT TAT GAA TAG AAT AAA AGT TGC AAT ACT-3' | 232 Diese Studie: Anlagerung
VanA Rv mit Schnittstelle Sal I* Rv 5-AAA AGT CGA CGG CGA GAG TAC AGC TGA ATA-3' % g 53'8”596‘“0“
VanA vollstandiges Gen mit Fw 5-GTA TAA GCT TAT GAA TAG AAT AAA AGT TGC AAT ACT-3' | 1052 Diese Studie: Anlagerung:
Schnittstelle Hind 11l bzw. Sall* Rv 5-GTA TGT CGA CTC ACC CCT TTA ACG CTA ATA C-3 57 °C, Elongation:
72°C-65s
vanB | VanB Fw Fw 5'-GGA CAA ATC ACT GGC CTA CAT TC-3' 295 (Werner et al., 2011)
VanB Rv Rv 5-CGC CGA CAA TCA AAT CAT C-3
VanB Sonde 5-FAM-ACC TAC CCT GTC TTT GTG AAG CCG -BHQI-3'
VanB Fw mit Schnittstelle Hind 111* | Fw 5-ATA AAG CTT GGA CAA ATC ACT GGC CTA CAT TC-3' 313 Diese Studie: Anlagerung:
VanB Rv mit Schnittstelle Sal I* | Rv 5-ATA GTC GAC CGC CGA CAA TCA AAT CAT C-3' 27 -5 Elongation:
VanB vollstandiges Gen mit Fw 5-GCG CAA GCT TAT GAA TAR AAT AAA AGT YGC A-3 1049 Diese Studie: Anlagerung:
Schnittstelle Hind 1l bzw. Sall* Rv 5-GTA TGT CGA CTC ACC YCT YTA WCG CYA AT-3 57 °C; Elongation:
72°C-65s
16S- 16S-Eubac-Gen (Unibac) Fw Fw 5-TGG AGC ATG TGG TTT AAT TCG A-3' 159 (Werner et al., 2011)
rDNS | 16S-Eubac-Gen (Unibac) Rv Rv 5-TGC GGG ACT TAA CCC AAC A-3'
16S-Eubac-Gen (Unibac) Sonde 5'-TX Red-CAC GAG CTG ACG ACA (AG)CC ATG CA —BHQII-3'
pGL3- | pGL3-Basic Fw 5-CTA GCA AAA TAG GCT GTC CCC AG-3' 2138: Vektor | Promega (Madison,
Basic Rv 5'-GAC GAT AGT CAT GCC CCG CG-3' unverdaut; Wisconsin, USA):
Vektor 181: Vektor Anlagerung: 57 °C;
ligiert ohne Elongation 72°C - 30 s;
Insert; (160 s fir initiale Prifung)
393: Vektor
ligiert mit
VanA-Insert
23S- 23S Fw Fw 5-CCA AAG GTT CCC TCA GAATGG TTG-3 425 Diese Studie; Anlagerung:
ONS 235 Ry RV 5-CCT TGG CAG AAC AAC TGG TAC AC-3 o7 < Flongation:
23S Fw L Fw 5'-GAA TTG AAG CCC CAG TAA ACG GC-3' 1000 Diese Studie: Anlagerung:
57 °C; Elongation:
23SRvL Rv 5'-CCT CGA TCG ATT AGT ATC AGT CCG-3° 72°C-60s
cfr cfr-Fw Fw 5-TGA AGT ATA AAG CAG GTT GGG AGT CA-3 746 (Kehrenberg und Schwarz,
cfr- Rv Rv 5'-~ACC ATA TAA TTG ACC ACA AGC AGC-3* 2006)

Le
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2.8 Agarose-Gelelektrophorese

Die Agarose-Gelelektrophorese ist ein Verfahren bei dem man DNS Fragmente z. B.
einer PCR nach der GroRRe auftrennen kann. Das Ergebnis ist von der Konzentration des
Agarosegels, sowie der Dauer und Hb6he der angelegten Spannung abhangig. Fur alle
Agarose-Gelelektrophoresen wurden 50 ml Agarosegel mit einer Agarosekonzentration

von 1 % hergestellt.

Tab. 9: Im Rahmen der Agarose-Gelelektrophorese benutzte Puffer, Losungen und
Molekulargewichtsmarker. RT=Raumtemperatur.

10 x TBE (Tris-Borat-Elektrophorese) Puffer

- 108 g (89 mM) TRIS Base

- 559 (89 mM) Borsaure

- 7,44 g (2 mM) EDTA-Naz

- Mit Aqua dest. auf 1 | aufgefullt

- Die resultierende Losung wurde auf 1:10 verdunnt und bei RT aufbewahrt

Probenladepuffer

- 6 X DNA Loading Dye Fisher Scientific - Germany GmbH,
(Schwerte, Deutschland)

Aufbewahrung bei 4 °C

Molekulargewichtsmarker

- FastRuler Low Range DNA Ladder Thermo Fisher Scientific, (Waltham,
Massachusetts, USA)

- FastRuler Middle Range DNA Ladder Thermo Fisher Scientific, (Waltham,
Massachusetts, USA)

- FastRuler High Range DNA Ladder Thermo Fisher Scientific, (Waltham,
Massachusetts, USA)

Aufbewahrung bei 4 °C
Ethidiumbromid:
- Ethidiumbromidbad mit einer Ethidiumbromidkonzentration von 0,01-0,02 %

Zu 0,5 g Ultrapure™ Agarose (Life Technologies GmbH, Darmstadt, Deutschland)
wurden 50 ml 1 x TBE-Puffer hinzugefigt, mit Hilfe eines Magnetriihrers mit Heizplatte
durchmischt und einmal aufgekocht.

Das resultierende Agarosegemisch wurde in die Gelelektrophoresekammer gegossen
und nach dem Erstarren beladen. Herbei wurden 1 pl Loading Dye mit 2,0 ul Probe
(23S-PCR), 11 pul Probe (CFR-PCR) oder mit 5,0 ul Probe (alle weiteren PCRs, s.u.)

gemischt und danach aufgetragen.
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Anschlielend wurde die Gelelektrophorese bei 140 V und 100 mA fir 25 min in der
Gelelektrophoresekammer durchgefihrt.

Abschlielend wurden die Gele fur 30-50 min in der Ethidiumbromidlésung gefarbt,
danach mit Aqua dest. abgespult, mit dem ImageMaster ausgewertet und das resultie-
rende Foto gespeichert bzw. mit Hilfe des integrierter Fotodrucker des ImageMasters
ausgedruckt. Die Molekulargewichtsmarker wurden in Abhangigkeit von der erwarteten

Fragmentgrol3e ausgewahlt.

2.9 Herstellung von Kontrollplasmiden

Tab. 10: Ubersicht der Plasmidkonstruktion des Vektors pGL3-Basic. Abgebildet ist eine
Vektorkarte des im Rahmen der Klonierung benutzten Vektors mit Schnittstellen der
Restriktionsenzyme (Promega, 2008). Zusatzlich sind die im Rahmen der Klonierung
verwendeten Restriktionsenzyme, die resultierenden Fragmente nach dem Restriktions-
verdau, die Klonierungsbedingungen, sowie das Transformationsziel des Plasmids und
die zur Kontrolle verwendeten PCRs aufgelistet. bp=Basenpaare, h=Stunden.

pGl3-Basic
Plasmidkarte S_vrrtr}itic paly(A) |
— g:agll;lsae ;ﬁgscrlpﬂnna
Amp' (for background
reduction’
\ Kpnl |5
1 o Sacl [11
Miul |15
ori pGL3-Basic glﬂg %18
Vector ¥hal |32
. Ball (36
Ha18bp) Hinll|=3
2010(=al e+ Mool 86
2004 | BamH el 121
S0 late /
poaly (A signal
[far fuc+ reporer)
Hpal 1902 ¥hal 1742
Verwendete Hindlll + Sall
Restriktionsenzyme
Resultierende Fragmente 2861 bp mit Amp-Gen
1957 bp
Verhaltnis Insert zu Vektor und | 3:1, Ligation 1 h bei Raumtemperatur
Ligationsbedingungen
Transformationsziel des XL-10-Gold Ultracompetent Cells E. Coli
Plasmids
Ligations- und VanA/VanB-Klonierungs-PCR
Transformationskontrolle

Die verwendete DNS bzw. das verwendete Plasmid wurde durch das UliraClean®

Microbial DNA Isolation Kit bzw. QIAprep® Spin Miniprep Kit isoliert. Das bendtigte
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Genfragment wurde mit Hilfe der in Tab. 8 erwahnten Primer hergestellt, nachdem das
vollstdndige Gen mit den entsprechenden Primer (siehe Tab. 8) sequenziert worden
war. Die Aufreinigung der PCR-Produkte erfolgte immer mit Hilfe des QIAquick® PCR
Purification Kit nach Anleitung des Herstellers. Die DNS-Konzentration wurde mit Hilfe
des Nanodrop photometrisch ermittelt.

Fur die Berechnung der fir die Klonierung benétigten Insertmenge wurde folgende
Formel benutzt:

Vektor (ng) x Grofde des Insert in kb

Insert (ng) = Gesamtgrofie des unverdauten Vektors (kb) g

Pro Ansatz wurden 100 ng pGL3-Basic eingesetzt, die Grol3e des Inserts betrug 232 bp
(VanA) und 313 bp (VanB). Gesamtgrt3e des unverdauten Vektors betrug 4,8 kb. Die
bendtigten Volumina wurden nach Bestimmung der DNS-Konzentration mit Hilfe des

Nanodrops ermittelt.

2.9.1 Restriktionsverdau des Plasmids und des Inserts
Der Restriktionsverdau wurde mit den RE Hindlll und Sall (siehe Abschnitt 2.2) im 10 pl
Ansatz nach leicht modifizierter Anleitung des Herstellers durchgefuhrt:

Tab. 11: Reaktionsansatz des Restriktionsverdaus. Aufgelistet sind die benutzten Rea-
genzien mit entsprechenden Mengen. Fur die Berechnung der eingesetzten Insert- und
Vektormenge siehe Abschnitt 2.9.

Reagenz pl/Ansatz

10 X FastDigest Buffer 1ul
FastDigest Hindlll 1l
FastDigest Sall 1l
Insert bzw. Vektor ul nach Berechnung
H20 ad 10 pl
Gesamt 10 pl

Anschlieend wurde der Ansatz gemischt, kurz anzentrifugiert und bei 37 °C im
Schuttelwasserbad ftr 30 min inkubiert. Die Hitzeinaktivierung erfolgte bei 85 °C fir 5
min im Schiuttelinkubator. Als Kontrolle, ob der RV erfolgreich war, wurde mit einem Teil
des Plasmidverdaus eine Agarose-Gelelektrophorese durchgefihrt. Fir erwartete Frag-

mentgrofien bei erfolgreichem Verdau siehe Tab. 10.
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2.9.2 Dephosphorylierung des Vektors
Die Dephosphorylierung des verdauten pGL3-Basic wurde mit Hilfe der FastAP

Thermosensitive Alkaline Phosphatase durchgefuhrt. Ziel war es, die Rate der ohne
Insert religierten Plasmide zu verringern. Folgender Ansatz wurde nach leicht modifi-
zierter Anleitung des Herstellers benutzt:

Tab. 12: Reaktionsansatz der Dephosphorylierung des Vektors. Aufgelistet sind die be-
nutzten Reagenzien mit entsprechenden Mengen. Fir den Plasmidrestriktionsverdau-
ansatz siehe Tab. 11.

Reagenz ul/Ansatz

Plasmidrestriktionsverdauansatz 10 pl
10 X FastAP Buffer 2 ul
FastAP Thermosensitive Alkaline Phosphatase 1l
H20 ad 20 pl
Gesamt 20 ul

Wie oben wurde der Ansatz gemischt, kurz anzentrifugiert und anschlieRend bei 37 °C
im Schittelwasserbad fir 30 min inkubiert. Die Hitzeinaktivierung erfolgte bei 75 °C fur
5 min im Schdttelinkubator.

2.9.3 Ligation
Fur alle Ligationsanséatze wurde die T4 DNA Ligase mit dem entsprechenden 10 X T4

DNA Ligase Buffer verwendet. Die Konzentration der Ligase betrug 1000 CEU/ul. 1 CEU
ist definiert als die benétigte Enzymmenge um 50 % der Hindlll Fragmente der lambda
DNS in 30 min bei 16 °C zu ligieren. Bei der durchgefuhrten Ligation konnte das Insert
nur in einer Richtung eingebaut werden, da beim RV sog. ,sticky ends“ entstanden
waren. Eine Religation des Vektors ohne Insert wurde durch die vorher durchgefiihrte
Dephosphorylierung verhindert.

Die Ligation wurde nach folgendem Ansatz nach leicht modifizierter Anleitung des
Herstellers durchgefihrt:

Tab. 13: Reaktionsansatz der Ligation. Aufgelistet sind die benutzten Reagenzien mit
entsprechenden Mengen.

Reagenz pl/Ansatz

Insert im 10 pl Ansatz 10 pl
Vektor Volumen entsprechend 100 ng
10 X T4 DNA Ligase Buffer 3ul
T4 DNA Ligase 0,4 pl
H20 ad 30 ul
Gesamt 30 ul
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Als Kontrolle wurde auch der dephosphorylierte Vektor mit der Ligase ohne Insert in
einem weiteren Ansatz inkubiert, um zu Uberprifen, ob die Dephosphorylierung
erfolgreich war. Der Ansatz wurde auch hier gemischt, kurz anzentrifugiert und bei RT
im Schuttelwasserbad fur 1 h inkubiert. Die Hitzeinaktivierung erfolgte bei 65 °C fur 10

min im Schuttelinkubator.

2.9.4 Transformation von E. Coli mit rekombinierten Plasmiden
Generell gilt, dass der Anteil, der mit Insert erfolgreich ligierten Plasmide, nicht sehr

grol3 ist. Folglich sollten die Transformationsbedingungen optimal sein, damit die
Chance einer erfolgreichen Einschleusung des gewilnschten Plasmids in das Bakterium
maoglichst grol3 ist. Dazu wurden XL10-Gold Ultracompetent Cells E. coli verwendet. lhre
Lagerung erfolgte bei - 80 °C.

Zur Kontrolle der Dephosphorylierung, Ligation und Transformation der Klonierung

wurden folgende Reaktionsansétze verwendet:

Tab. 14: Verwendete Kontrollansatze der Klonierung. Aufgelistet sind das transformierte
Material und die qualitativ erwartete Koloniezahl nach Ausplattierung und Inkubation.

Transformiertes Material Erwartete Koloniezahl
gualitativ

Dephosphorylierter mit T4-Ligase ohne Insert keine

inkubierter Vektor

Unverdauter, nicht dephosphorylierter Vektor aus sehr viele

Stock

Die Transformation erfolgte nach folgendem leicht modifiziertem Protokoll des
Herstellers:

Ein 37,5 ul (VanA-Klonierung, Kontrollanséatze) bzw. ein 50 ul (VanB-Klonierung) Aliquot
der ultrakompetenten E. coli wurde auf Eis aufgetaut und durch Inkubation mit 1,5 pl
(VanA-Klonierung, Kontrollansatze) bzw. 2 pl (VanB-Klonierung) 3-Mercaptoethanol fur
10 min unter 2-minttigem Mischen chemokompetent gemacht. AnschlieRend wurden 13
pl (VanA-Klonierung-Ansatz), 30 ul (VanB-Klonierung-Ansatz, jeweils dephosphorylie-
rter, verdauter mit Ligase inkubierter Vektor), 30 ul (dephosphorylierter mit T4-Ligase
ohne Insert inkubierter Vektor) bzw. 100 ng unverdauter Vektor (aus Stock, Volumen
entsprechend der Stockkonzentration) zum jeweiligen Ansatz zugegeben und ftr 30 min
auf Eis inkubiert, sowie anschlie3end fur 30 s bei 42 °C im Schuttelwasserbad erhitzt.

Dann wurde der Ansatz sofort wieder fir 2 min auf Eis inkubiert, hierauf wurde 0,95 ml
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auf 42 °C erwarmtes LB-Medium hinzugefligt und 1 Stunde bei 37 °C im Brutraum unter
225 rpm inkubiert.

Zur Selektion wurden die Zellen anschliel3end auf Ampicillin-haltigem LB-Medium (40
pl/ml) ausplattiert und fur 17-20 h bei 37 °C im Brutraum inkubiert.

2.9.5 Kontrolle der Klonierung
Zur Kontrolle, ob es zur erfolgreichen Transformation mittels des entsprechenden

Plasmids (pGL3-Basic+insert) gekommen war, wurden Lysate der Klone hergestellt und
mittels PCR (siehe Abschnitt 2.7.1) gegen eine positive und eine negative Kontrolle
Uberpruft.

Tab. 15: Benutzte Primer und erwartete Fragmentgrof3e. Aufgelistet ist bei welchem
Insert, welches Primerpaar zur Kontrolle eingesetzt wurde, sowie die jeweils erwartete
Fragmentgro3e nach erfolgreicher Klonierung. Es wurde die DreamTag-PCR benutzt
(siehe Abschnitt 2.7.1). bp=Basenpaare.

Insert Primer erwartete Fragmentgrof3e bei
erfolgreicher Klonierung
VanA pGI3 — Basic Fw, Rv 393 bp
VanB VanB Fw, Rv mit Schnittstelle 313 bp
Hind I, Sall

Die PCR-Produkte wurden mit Hilfe der Agarose-Gelelektrophorese aufgetrennt und
kontrolliert.

Positiv getestete Klone wurden in UNK mit Ampicillin 40 pl/ml vermehrt, anschlieRend
erfolgte eine Plasmidpraperation mit Hilfe des QIAprep® Spin Miniprep Kit aus 4 ml der
UNK nach Anleitung des Herstellers. Die Plasmid-DNS-Konzentration wurde photo-
metrisch mit Hilfe des Nanodrop gemessen. Eine Uberpriifung der DNS-Sequenz
erfolgte durch Sequenzierung. Die Lagerung der Klone erfolgte bei - 80 °C in skim milk,
(Kondensmilch; BD, Heidelberg, Deutschland) nach Anleitung der Herstellers

hergestellt.

2.10 Methoden zur Typisierung
Die fur die Typisierung bendtigte DNS wurde mit Hilfe des UltraClean® Microbial DNA

Isolation Kit (MO BIO Laboratories, Inc., Carlsbad, Kalifornien, USA) isoliert. Typisiert
wurden alle in der Stichprobe enthaltenen Isolate der Intensivstation der Medizinischen
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Kliniken und Polikliniken | und IlI, alle in der Stichprobe enthaltenen Isolaten der
Medizinischen Klinik und Poliklinik Ill, sowie alle im Zeitraum Februar 2013 bis Februar
2014 gesammelten Linezolid-resistenten Enterokkoken des KMV.

Die molekulare Typisierung dieser Enterokokkenstamme wurde mittels rep-PCR mit
Hilfe des Diversilab Systems (Agilent Technologies, Santa Clara, Kalifornien, USA) nach
Anleitung des Herstellers durchgefinhrt.

Bei der rep-PCR (repetitiv-sequenced-based PCR) handelt es sich um ein genomisches
Typisierungsverfahren. Diese PCR zielt auf repetitive zufallig im Genom verteilte
chromosomale Elemente ab. Diese repetitiven Elemente kodieren nicht fur Proteine oder
rRNA, sind meist kurz (< 500 bp) und befinden sich zwischen Genen.

Die bei dieser Methode benutzten Primer binden spezifisch an diese repetitiven Ele-
mente. Sollten diese in ausreichender Nahe beieinander liegen, kann die DNS des
entsprechenden Organismus an dieser Stelle amplifiziert werden. Die Bindung der
Primer ist hierbei spezifisch fir ihre entsprechende DNS-Sequenz. Die Auftrennung der
einzelnen Fragmente erfolgt mittels Elektrophorese. Die Analyse der GroR3e, Lange und
Anzahl der Amplifikate einzelner Organismen ermoglicht eine Aussage uber ihre
Verwandtschaftsbeziehung bzw. uber die Ahnlichkeit der entsprechenden Genome
zueinander. Diese verstreute Verteilung der repetitiven Elemente erzeugt somit bei
jedem Organismus ein unterschiedliches Bandenmuster.

Durch dieses Prinzip kommt es zur Entstehung eines reproduzierbaren, einzigartigen
genetischen Fingerabdrucks des jeweils untersuchten Mikroorganismus ohne Analyse
der Genexpression oder der enzymatischen Aktivitat von Proteinen.

Es wurde das Diversilab® Enterococcus Kit mit fir Enterokokken spezifischen Primern
benutzt. Die Auftrennung der Fragmente erfolgte mit Hilfe des Agilent 2100
Elektrophoresis Bioanalyzers. Die Auswertung wurde mit der DiversiLab® Software V.
3.4, die Analyse der Ergebnisse mit Hilfe des Krankenhausinformationssystems ORBIS

des KMV vorgenommen.
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2.11 Verwendete EDV

Mit Hilfe der EDV der Mikrobiologie (Bonn-LIS V. 2.3) erfolgte die Uberprifung und
Auswertung der einzelnen im Rahmen der Arbeit verwendeten Isolate.

Die Analyse von Patientenbewegungen am KMV erfolgte mit Hilfe des Kilinik-
informationssystems ORBIS (Version Sol.-Vers. 08.04.22.01.0011800, DB-Version
08.04.22.11, Kernel-Version 2.0.151-rc01(release)).
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3. Ergebnisse

3.1 Molekulare Epidemiologie der Vancomycinresistenz bei Enterokokken am
KMV

3.1.1 Lokale Epidemiologie

Uber die Verteilung und Haufigkeit des Auftretens von Vancomycin-resistenten
Enterokokken am KMV war zum Zeitpunkt des Beginns der Arbeit nur wenig bekannt.
Deshalb wurden im Folgenden Erstisolate von VRE von Patienten an den vom IMMIP
versorgten Kliniken des KMV Uber das gesamte Jahr 2013 gesammelt und typisiert.

Es ergabt sich eine Stichprobe von Nges=197. Auf diese Stichprobe wird im restlichen
Teil der Arbeit Bezug genommen, wenn Analysen von Erstisolaten durchgefihrt wurden.
Demgegenuber steht die Anzahl aller VRE-Nachweise im Jahr 2013 (Nges=1327; davon
1324 E. faecium und 3 E. faecalis). Diese Zahl berucksichtigt nicht, ob es sich um Erst-

isolate oder Folgenachweise im Rahmen der Surveillance handelt.

VRE Verteilung der Stichprobe am KMV 2013 N,=197
Orthopéadie; 1;
0,51 %
Neurochirurgie; 3;
1,52 %
Neurologie; 1;
0,51 %

Psychiatrie; 1; _Urologie; 1; 0,51 % Unfallchirurgie; 1;

0'51|V/_/’ 0,51 %

MKP; 31; 15,74%

Chirurgie; 10;
5,08 %

Intensivstation der
neurologischen

. lv_lur?td-éiﬁfer-. Frihrehabilitation
esichts-Chirurgie; . . . . ..~ Godeshdhe;
1: 0.51% Inderhdmatologie; \Kinderklinik; 12: 6,09 %

3;,152% 1;0,51 %

Abb. 1: VRE-Erstisolat Verteilung am KMV 2013. Nges=197. Dargestellt ist der Name der
Klinik, die Anzahl der VRE-Erstisolate dieser Klinik, sowie der prozentuale Anteil auf
Nges=197 bezogen. Med. [.=Medizinische Klinik und Poliklinik I; MKP=Medizinische KiIi-
nik und Poliklinik II; MKO=Medizinische Klinik und Poliklinik Ill. Alle sind Teil des KMV.

In Abb. 1 ist die Verteilung der VRE-Erstisolate am KMV 2013 dargestellt. Der grof3te
Teil stammt von der Klinik fir Anasthesiologie und Operative Intensivmedizin mit N=59

(29,95 %), welche mit Ausnahme der Intensivstation der Medizinischen Kliniken und
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Polikliniken | und Il alle Intensivbetten des KMV betreut, sowie von den Medizinische

Kliniken und Polikliniken I, Il und 111
Abb. 2 stellt die Verteilung und den Vergleich der VRE-Nachweise und VRE-

Erstnachweise im Jahr 2013 dar.

Verteilung und Vergleich der VRE Nachweise gegeniber den
Erstnachweisen der Stichprobe pro Monat 2013

250

200
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VRE-Nachweise [N]
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1 /234 |56 |7 8|9 |10|11]12

® VRE Nachweise 2013 KMV
Nges=1327 68 | 83 | 83 | 82 |108| 71 |219| 93 |119/181| 86 | 134
m VRE Erstnachweise 2013 KMV
Nges=197 3 (14| 8 |15 6 5 (39|16 |14 | 18 | 14 | 45

Abb. 2: Verteilung und Vergleich der VRE-Nachweise gegentber den VRE-
Erstnachweisen der Stichprobe pro Monat des Jahres 2013. In der in der Abb.
enthaltenen Tab. ist die Anzahl der Isolate tiber das Jahr numerisch wiedergegeben.

Die Zahl der VRE-Nachweise verlauft wellenférmig Gber das Jahr 2013 gesehen mit 3
Spitzenwerten im Juli, Oktober, Dezember, welche sich analog zu den Spitzenwerten
der VRE-Erstnachweise verhalten (ebenfalls im Juli, Oktober, Dezember). Durchschnitt-
lich gab es 110,6 VRE-Nachweise bzw. 16,4 Erstnachweise pro Monat uber das Jahr
2013. Der Spitzenwert mit 219 VRE-Nachweisen lag im Juli (39 VRE-Erstnachweise)
vor, der Spitzenwert der VRE-Erstisolatnachweise der Stichprobe ist im Dezember mit
45 Isolaten zu finden, bei 134 VRE-Nachweisen. Die wenigsten VRE-Nachweise lagen

im Januar 2013 (N=68) gegenuber 3 VRE-Erstisolaten in der Stichprobe vor.
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Des Weiteren ist durch Abb. 2 ersichtlich, dass es in der zweiten Jahreshélfte des
Jahres 2013 mehr VRE-Nachweise (N=832; entsprechend 62,69 % auf N=1327
bezogen) gab. Dieses Verhaltnis spiegelt sich auch in der Stichprobe wieder (N=146;
entsprechend 74,11 % auf N=197 bezogen).

3.1.2 Genotypische Resistenzanalyse

3.1.2.1 Etablierung der VanA/VanB-PCR

Der Nachweis von VRE hat zur Folge, dass die betroffenen Patienten im Falle einer
Infektion, die durch den VRE verursacht wird, nicht mehr mit Vancomycin, dem gan-
gigsten und kostengunstigsten Reserveantibiotikum im Gram-positiven Erregerspektrum
behandelt werden kdénnen. Klinisch bedeutsam sind momentan nur die durch das vanA-
und vanB-Gen vermittelten gegen Glykopeptid-Antibiotika gerichteten Resistenzen.

Fur die frihzeitige Erkennung des VRE werden daher sensitive und schnelle diagnos-
tische Werkzeuge benoétigt, die die Vancomycinresistenz bzw. die vanA-/vanB-Gene
nachweisen.

In der mikrobiologischen Diagnostik im IMMIP wird bislang nur eine phanotypische Iden-
tifizierung der VRE anhand der gemessenen MHK (VITEK2-AST + Bestatigung durch E-
Test bzw. Wachstum auf VRE Selektivagar + VITEK2-AST) durchgefuhrt (siehe Abb. 3).

A

Bei Wachs-
tum (nach
18-24 Std )

+ Ja
» Nein

Bei Verdacht
auf VRE*

VITEKZ- MNach -
Bei Verdacht SN FEFEN Bei Verdacht 18-24 ‘Ja_
auf VRE* IR auf VRE Std. « Nein

Abb. 3: Einsatzmdglichkeiten der VanA/VanB-PCR und aktueller Ablauf in der
Diagnostik bei Verdacht auf VRE unter Angabe der bendtigten Arbeitszeit. Der mit *
gekennzeichnete Pfeil (links) verdeutlicht, an welcher Stelle die VanA/VanB-PCR
eingesetzt werden konnte. A: Screening zur Erkennung von multiresistenten Erregern
(Krankenhaushygiene). B: Identifizierung des Infektionserregers (Mikrobiologie).
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Im Rahmen dieser Dissertation wurde eine quantitative PCR zum Nachweis der vanA-,
vanB-Gene etabliert und validiert. Abb. 3 zeigt, ab welchem Zeitpunkt im dia-
gnostischen Prozess (work flow) ein Einsatz mdglich wére.

Die spezifischen Primer und Sonden zum Nachweis des vanA-, vanB-Gens und der 16S
rDNS wurden von Werner et al. (2011) GUbernommen. Wie in Werner et al. (2011)
publiziert, wurde als Laufkontrolle eine universelle Bakterien-PCR im gleichen Ansatz
mitgefahren.

Das optimierte Multiplex-PCR-Protokoll ist im Material- und Methodenteil detailliert auf-
gefuhrt (siehe Abschnitt 2.7.1.1). Fur die Positivkontrollen wurden die PCR-Produkte des
vanA- bzw. vanB-Gens in den Plasmidvektor pGL3-Basic kloniert (siehe Abschnitt 2.9).
Davon wurden 0,2 ng pro PCR-Ansatz verwendet. Eine Wasser-Kontrolle wurde als
Negativkontrolle immer mitgefuhrt. Zur Kontrolle der universellen Bakterien-PCR
(Kontroll-PCR) wurden 2,5 pl vorher isolierte DNS (siehe Abschnitt 2.10; entspricht 100
Hg) eines VanA- bzw. VanB-negativem Kontrollisolat (VSE) verwendet. Zudem wurden
2,5 ul des zu untersuchenden Probenlysats eingesetzt (siehe Abschnitt 2.6).

Fur die Ergebnisinterpretation war es des Weiteren notwendig, einen cut-off Wert
festzulegen, d. h. einen Grenzwert oberhalb dessen die Probe als positiv bzw. unterhalb
dessen die Probe als negativ zu werten ist. Die Grenzwerte wurden wie folgt gewahlt:
Auf der Basis aller erhobenen PCR-Messungen sowie der dazugehorigen Ergebnisse
der kulturellen Resistenztestung wurden fur die VanA/VanB-PCR am Rotor-Gene 0,06
Fluoreszenzeinheiten und fir die Kontroll-PCR 0,05 Fluoreszenzeinheiten gewahit. Bei
der VanA/VanB-PCR wurden alle 37 Zyklen in die Auswertung einbezogen. Bei der
Kontroll-PCR erfolgte die Auswertung bis einschlie3lich Zyklus 32.

Grundlage hierfur war ein leichter Anstieg der emittierten Fluoreszenz ab Zyklus 33 bzw.
34 bis Zyklus 37 in der Wasser-Kontrolle, welcher nach Riicksprache mit dem Hersteller
(Qiagen, Hilden, Deutschland) als Artefakt zu werten ist bzw. durch den Zerfall der
Sonden oder durch Uberstrahlung des gemessenen Kanals durch die emittierte
Fluoreszenz eines anderen Kanals entstehen kdnnte. Ein PCR-Produkt in der Wasser-
Kontrolle liel3 sich mit Hilfe der Agarose-Gelektrophorese nicht nachweisen.

Die nachstehende Abb. 4 zeigt exemplarisch einen Lauf mit den klonierten Plasmiden,
Lysaten von sequenzierten das vanA- bzw. vanB-Gen besitzenden Enterokokken und

einer Negativkontrolle mit H20. Es ist erkennbar, dass in der VanA-Positivkontrolle,
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sowohl das Plasmid, als auch das Lysat einen deutlichen Anstieg der Fluoreszenz
aufweisen. Analog lasst sich dies auch fir die VanB-Kontrollen beobachten.

Ab dem 15. Zyklus (Ansatz mit dem das VanA-Fragment enthaltenden Plasmid) bzw. ab
dem 11. Zyklus (Ansatz mit dem das VanB-Fragment enthaltenden Plasmid) lasst sich
eine exponentielle Zunahme der gemessenen Fluoreszenz nachweisen. Der Fluores-
zenzanstieg der entsprechenden Kontrolllysate mit dem jeweiligen sequenziertem van-
Gen erfolgte ab dem 23. (VanA) bzw. 20. (VanB) Zyklus.

Bei der Kontroll-PCR beobachtete man bei dem VanA- bzw. VanB-negativem
Kontrollisolat einen Fluoreszenzanstieg ab dem 12. Zyklus bzw. ab dem 20. Zyklus fir
die oben genannten Lysate. Ab Zyklus 31 kam es zum Erreichen einer Plateauphase
(emittierte Fluoreszenz: > 0,225). Dieses VanA- bzw. VanB-negative Kontrollisolat zeigte
keinen Anstieg der emittierten Fluoreszenz in der VanA- bzw. VanB-PCR.

Die entsprechenden VanA- oder VanB- positiven Kontrolllysate zeigten einen Anstieg in
der Kontroll-PCR um Zyklus 20 bis 23. Bei den Plasmiden, mit Ausnahme des VanB-
Plasmids (emittierte Fluoreszenz 0,07 bei Zyklus 32) und der H20O-Negativkontrolle, kam
es zu keinem Anstieg der emittierten Fluoreszenz in der Kontroll-PCR.

Mit dieser PCR konnte bei allen in der Stichprobe enthaltenen 197 VRE-Erstisolaten
entweder das vanA- oder das vanB-Gen nachgewiesen werden und somit der Genotyp
bestimmt werden. Es gab keinen Stamm bei dem sowohl das vanA-, als auch das vanB-
Gen nachgewiesen werden konnte. Dariiber hinaus gab es keinen Stamm, der anhand
der MHK Vancomycin-resistent gewesen ware, aber in der PCR VanA/VanB negativ war
(siehe Tab. 16).

Tab. 16: Vierfeldertafel |I. Dargestellt ist das Ergebnis der VanA-/VanB-PCR in Bezug
auf die analysierten 197 VRE unter Angabe der falsch-negativen Ergebnisse.

positiv

negativ

Gesamt

Zur Bestimmung der Falsch-Positiv-Rate wurde ein Kontrollkollektiv von 65 Vancomyecin-
sensiblen Enterokokken-Isolaten (43 E. faecium, 21 E. faecalis, 1 E. avium) aus Blut-
kulturen (N=61) bzw. von Katheterspitzen (N=4) mit der Multiplex-PCR uberprift. Bei

keinem dieser Isolate kam es zum Nachweis des vanA-/vanB-Gens durch die Multiplex-
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PCR. Alle Isolate waren Patientenbereinigt d. h. 1 Isolat pro Patient und stammten aus
dem Jahr 2013. Folglich betragt die mit Hilfe von Tab. 17 ermittelte Sensitivitat und
Spezifitat 100 %.

Tab. 17: Vierfeldertafel Il. Zusammenfassend dargestellt ist das Ergebnis der

VanA/VanB-PCR in Bezug auf die analysierten 197 VRE und die 65 Vancomycin-

sensiblen Enterokokken (VSE) des Kontrollkollektivs. Hierbei bedeutet positiv, dass das

vanA- und/oder vanB-Gen durch die Multiplex-PCR nachgewiesen wurde.
Kontrollkollektiv

Gesamt
(VSE)

positiv ‘ 197 0 197
negativ 0 65 65
Gesamt ‘ 197 65 262

Alle PCR-Laufe wurden nur bei korrektem Ergebnis in den Kontrollproben als gultig

gewertet.
A ‘ == H.0 =Plasmid Van& ==Plasmid vanB ==kKaontrolllysat EK == Kontrolllysat VVanG B Kontrolllysat Vans ‘ B
0,35 03
0.3
Plasmid 0.25 Plasmid
= 0,25 =
N VanA N 02
M / E
g 02 &
=] =]
=) 20,15
T T8
2019 __ @
@ / ]
£ /  Lysat £ 04 Lysat
0,05
0,05 / _ '
/" } J—
~ R e - —— —
= e e —————
5 10 1 20 25 30 35 & 10 15 20 25 30 3%
Zyklus[N] Zyklus[N]

Abb. 4: Beispiellauf der VanA/VanB-Multiplex-PCR mit Kontrollplasmiden, Kontroll-
lysaten und H20 als Negativkontrolle. Auf der x-Achse ist die Zyklusanzahl [N] auf der y-
Achse die emittierte gemessene Fluoreszenz [ohne Einheit] aufgetragen. (A) Messung
der emittierten Fluoreszenz der VanA-Sonde gegen die entsprechenden Kontrollproben
pro Zyklus. (B) Messung der emittierten Fluoreszenz der VanB-Sonde gegen die
entsprechenden Kontrollproben pro Zyklus. EK=Enterococcus.
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3.1.2.2 Verteilung der VanA/VanB positiven VRE in den Kliniken

Die nachstehende Abb. 5 zeigt die mit Hilfe der Multiplex-PCR ermittelte Genotypenver-
teilung in den vom IMMIP versorgten Kliniken. Insgesamt ergab sich ein Verhaltnis von
40 % (VanA, entsprechend 79 Isolaten) zu 60 % (VanB, entsprechend 118 Isolaten).

Die verwendete Stichprobe bestand Uberwiegend aus E. faecium (N=196) und nur
einem E. faecalis. Letzterer besal’ den Genotyp VanA.

Verteilung der Genotypen am
IMMIP 2013 Nyos=197

Abb. 5: Verteilung der Genotypen in den vom IMMIP versorgten Kliniken 2013 mit Nges=
197. Dargestellt sind der Genotyp, die Anzahl der Erstisolate mit dem entsprechendem
Genotyp und der entsprechende prozentuale Anteil auf Nges=197 bezogen. IMMIP=
Instituts flr Medizinische Mikrobiologie, Immunologie und Parasitologie des KMV.

AnschlieRend wurde das Verhaltnis der Genotypen VanA gegeniber VanB an den 5
Kliniken mit den hdochsten VRE Nachweiszahlen analysiert (Abb. 6).

Eine VanA/VanB-Ratio mit Werten von deutlich > 1 ist nur an folgenden Kliniken nach-
weisbar: Sonstige (1,778). Eine Dominanz von VanB ist in der medizinischen Klinik und
Poliklinik Il (0,632) und IlI (0,125), sowie in der Klinik fur Anasthesiologie und Operative
Intensivmedizin (0,553), ein relativ ausgewogenes Verhaltnis ist in der Klinik fr
Chirurgie (1,5) und in der medizinischen Klinik und Poliklinik | (1,25) zu erkennen.

Unter Sonstige sind die Klinik fir Mund-, Kiefer- und Gesichtschirurgie (1 Isolat (VanB)),
Neurologie (1 Isolat (VanB)), Neurochirurgie (3 Isolate (VanA)), Orthopadie (1 Isolat
(VanB)), Psychiatrie (1 Isolat (VanA)), Urologie (1 Isolat (VanA)), Unfallchirurgie (1 Isolat
(VanA)), Kinderheilkunde (1 Isolat (VanB)), Kinderhdmatologie (2 Isolate (VanA), 1 Isolat
(VanB)), sowie die Intensivstation des neurologischen Rehabilitationszentrums Godes-

hohe (8 Isolate (VanA), 4 Isolate (VanB)) zusammengefasst.
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Es ist somit ersichtlich, dass der Anteil VanB positiver VRE an der Klinik fur
Anasthesiologie und Operative Medizin, der Medizinischen Klinik und Poliklinik Il und 1lI

grol3er ist als der VanA-Anteil.

VRE Genotypenverteilung an den 5 haufigsten Nachweisorten
2995%
60
50 |
w0 7 19.29% 18,27 %
<
w
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=
]
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_ 0 Angsthesie Chinrgie | Med. | MKP | MKD Sonstige |
| Anzahl der VRE der Klinikin 2013 59 10 36 31 36 25
® Davon Yand 21 £ 20 12 4 18
= Davon Yang 3 4 16 18 32 s
Name derKlinik

Abb. 6: VRE Genotypenverteilung der Isolate der Stichprobe an den 5 haufigsten
Nachweisorten. Die dargestellten Prozentangaben beziehen sich auf die Gesamtheit der
Stichprobe (Nges=197). In der unter der Grafik in der Abb. stehenden Tab. ist die ent-
sprechende Anzahl der Isolate (Gesamtanzahl, davon Genotyp VanA bzw. VanB) auf-
geschlusselt dargestellt. Med. I.=Medizinische Klinik und Poliklinik I; MKP=Medizinische
Klinik und Poliklinik 1I; MKO=Medizinische Klinik und Poliklinik [Il. Unter Sonstige sind
die Isolate aller tbrigen Kliniken zusammengefasst. Alle Kliniken sind Teil des KMV.

Weiterhin stellt sich die Frage, wie die saisonale Verteilung der Genotypen pro Monat
des Jahres 2013 ungeachtet der Klinik im Verhaltnis zueinander aussieht. Dies wird
grafisch in Abb. 7 dargestellt. Es ist erkennbar, dass im Januar, Februar und Mai mehr
VanA als VanB aufgetreten sind. Im Juni wurden hingegen nur VanB nachgewiesen. In

der zweiten Jahreshalfte wird deutlich, dass in jedem Monat mehr Enterokokkenisolate
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mit dem Genotyp VanB als mit dem Genotyp VanA vorhanden sind. Dieses Verhaltnis

wird im Juli 2013 besonders deutlich.

Verteilung der VRE-Erstisolate pro Monat des Jahres 2013
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Abb. 7: Verteilung der VRE-Erstisolate der Stichprobe pro Monat des Jahres 2013. In
der unter der Grafik stehenden Tab. ist die entsprechende Anzahl der Isolate (Genotyp
VanA bzw. VanB) pro Monat aufgeschliusselt dargestellt. Die Gesamtanzahl der Isolate
betr&gt Nges=197.

Unter Berlcksichtigung dieses Ergebnisses stellte sich die Frage nach der Verteilung
der VRE-Erstisolate pro Monat pro Klinik des Jahres 2013, um ein differenzierteres Bild
der VRE-Verteilung zu erhalten (siehe nachstehende Tab. 18).

Hierbei fiel auf, dass es je nach Klinik nicht jeden Monat zum Nachweis neuer VRE-Erst-
isolate bei Patienten kam, des Weiteren gab es deutliche Schwankungen der Haufigkeit.
In der Klinik fir Anésthesiologie traten geh&uft im Juli bis September und Dezember
2013 VRE-Erstisolaten auf. In der Medizinischen Klinik und Poliklinik | traten hingegen
VRE-Erstisolate vermehrt im Februar, Juli und Dezember, in der Medizinischen Klinik
und Poliklinik Il besonders im September, sowie Dezember und in der Medizinischen

Klinik und Poliklinik 11l vermehrt im Februar, April, Juli, Oktober bzw. Dezember auf.
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Tab. 18: Verteilung der VRE-Erstisolate der Stichprobe pro Monat pro Klinik. Dargestellt
ist in welcher Klinik, in welchen Monaten des Jahres 2013 VRE-Erstisolate nach-
gewiesen wurden. Isolate der zuséatzlich grau hinterlegten Kliniken wurden in einem
weiteren Teil der Arbeit typisiert.

Monate des Jahres 2013

Klinik Jan. | Febr. | Marz Apr. | Mai | Juni | Juli | Aug. | Sept. Okt. | Nov. | Dez.

Klinik far
Anésthesiologie

Klinik und Poliklinik
fur Chirurgie
Intensivstation des
neurologischen
Rehabilitationszentrums
Godeshbdhe
Kinderklinik
Kinderhdmatologie
Medizinische Klinik |
Medizinische Klinik I
Medizinische Klinik Il
(Onkologie)

Klinik fir Mund-
Kiefer-Gesichts—
Chirurgie
Neurologische Klinik
und Poliklinik
Neurochirurgische Klinik
Klinik und Poliklinik fur
Orthopédie

Klinik fir Psychiatrie
Klinik und Poliklinik
fur Urologie

Klinik und Poliklinik
fur Unfallchirurgie

3.1.3 Molekulare Typisierung der VRE

3.1.3.1 Etablierung der rep-PCR zur Typisierung der Enterokokken

Das Ziel der mittels rep-PCR und Diversilab durchgefihrten Typisierung ist die
Erstellung eines einzigartigen molekularen Fingerabdrucks und dadurch die Eréffnung
der Moglichkeit eines Vergleichs zwischen Isolaten untereinander (siehe Abschnitt 2.10).
Somit ergibt dich die Mdoglichkeit Hinweise auf Transmissionen zu erhalten oder
ebendiese auszuschlie3en, besonders in Kombination mit Informationen Gber Patienten-
bewegungen durch das Krankenhausinformationssystem ORBIS. Es wurden alle in
Abschnitt 2.10 erwahnten Isolate typisiert. Folglich besteht nun erstmals die Mdéglichkeit,
die oben erwéahnte Frage fur das KMV zu evaluieren.
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Als Grenzwert zur Diskriminierung wurde 95 % Homologie angelegt, um Hinweise auf
mdogliche Transmissionen zu erhalten. Zur detaillierten Analyse im Hinblick auf

Transmissionen wurde 98 % Homologie als Grenzwert benutzt.

3.1.3.2 Typisierung ausgewahlter VRE-Erstisolate und Korrelation mit der
VanA/VanB-PCR

Da der Grol3teil der VRE-Erstisolate der Stichprobe von den Medizinischen Kliniken und
Polikliniken 1 und Il von der Intensivstation derselben stammte (N=38 bei Nges=67
(entsprechend 56,71 %)), stellte sich die Frage nach moglichen Ahnlichkeiten von
Isolaten verschiedener Patienten. Deshalb erfolgte die Typisierung aller VRE-Erstisolate
der Intensivstation der Medizinischen Kliniken und Polikliniken | und Il. Die folgende

Abb. 8A stellt das Ergebnis unter zusatzlicher Angabe des Genotyps dar.

Anhand der Grafik wird deutlich, dass es 7 Cluster gibt, die = 2 Stamme enthalten,
welche = 95 % homolog sind. Des Weiteren gibt es 5 Stamme, die zu den Ubrigen
Isolaten keine Homologie = 95 % aufweisen. FiUr die Korrelation zwischen den
Ergebnissen den VanA/VanB-PCR und der rep-PCR gilt, dass alle Stamme der Cluster
2, 3 (VanA), 6, 7 (VanB) den gleichen Van-Genotyp besal3en. Bei den tbrigen Clustern
(1, 4, 5), in denen sowohl VanA als auch VanB als Genotyp vorkam, betrug die Homo-
logie =2 95 % aber < 98 %. Gleichwohl ist erkennbar, dass innerhalb dieser Cluster nur
Isolate mit einer Homologie = 98 % denselben Genotyp besalien.

Folgende Isolate besitzen in Abb. 8A eine Homologie von = 98 %: Nr. 173 und Nr. 169
(Cluster 2), Nr. 103, 100, 102, und Nr. 53 (Cluster 3), Nr. 136, 66, und 133 (Cluster 4),
Nr. 150, 135, 159, 154, sowie Nr. 138 und Nr. 86 (Cluster 5), Nr. 104, Nr. 93 und Nr. 31
(Cluster 6) und Nr. 175, 174, 179, 172, 170, sowie Nr. 182 (Cluster 7).

Bezugnehmend auf die Ergebnisse dieser Abb. erfolgte eine quartalsweise Analyse
dieser Isolate mit der Frage nach Clustern von Isolaten mit einer Homologie = 98 %.
Abb. 9 stellt das erste bis vierte Quartal des Jahres 2013 dar.
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Abb. 8: Ergebnis der molekularen Typisierung ausgewdahlter VRE-Erstisolate. (A) Mole-
kulare Typisierung aller VRE-Erstisolate der Intensivstation der Medizinischen Kliniken
und Polikliniken | und 1l der Stichprobe. Nges=38. Cluster mit = 95 % Homologie sind von
Rechtecken umrahmt. Stdmme mit Homologien < 95 % sind mittels gestrichelter Linien
hervorgehoben. (B) Molekulare Typisierung aller VRE-Erstisolate der Medizinischen
Klinik und Poliklinik 111 der Stichprobe. Nges=37. Cluster mit = 95 % Homologie sind von
Rechtecken umrahmt. Der Van-Genotyp (VanA bzw. VanB) ist farblich hinter der
Probennummer dargestellt.
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Abb. 9: Quartalsweise Analyse der molekularen Typisierung der VRE-Erstisolate der
Intensivstationen der Medizinischen Kliniken und Polikliniken | und Il. Dargestellt sind
die 4 Quartale des Jahres 2013 (A bis D). Cluster mit Isolaten mit einer Homologie = 98
% sind umrahmt dargestellt und nummeriert (1-6). Der Van-Genotyp (VanA bzw. VanB)
ist farblich hinter der Probennummer dargestellt.

Im ersten und zweiten Quartal gibt es keine Cluster = 98 % (Nr. 55 und Nr. 54 weisen
eine Homologie von 97,8 % auf). Im dritten und vierten Quartal gibt es 6 Cluster mit
Homologien = 98 %. Fir die Homologien der einzelnen Stdmme innerhalb eines

Clusters zueinander siehe Tab. 19.




49

Tab. 19: Homologie der einzelnen Stdmme innerhalb eines Clusters zueinander.
Angegeben ist die niedrigste Homologie zwischen Stdmmen der in Abb. 9 markierten

Cluster.
Nummer des Clusters | Homologie (%)

299
2 98,6
2 98,7
2 98,8
=99
2 98,8

OO WIN|F

3.1.3.3 Clusteranalyse durch Nachverfolgung von Patientenbewegungen

Durch die oben beschriebenen und in Abb. 9 gezeigten Ergebnisse stellt sich die Frage,
ob die entsprechenden Patienten rdumlich oder zeitlich in Kontakt miteinander gestan-
den haben. Dazu wurde mit Hilfe des Krankenhausinformationssystems ORBIS und
eines Lageplans der entsprechenden Station (siehe Anhang) die Zeit, sowie die Position
jedes einzelnen Patienten diese Clusters analysiert. In Tab. 20 sind diese Daten
dargestellt.

In Cluster 1 ist kein zeitlicher Zusammenhang der Patienten erkennbar, jedoch besteht
ein raumlicher Zusammenhang zwischen IMC Il und IMC III.

Fir Cluster Nr. 2 gilt: Nr. 102 war bereits im Aufnahmescreening positiv. Deshalb
handelt es sich um einen mitgebrachten VRE. Bei Nr. 103, Nr. 100 gab es kein
Vorscreening, deshalb ist die Analyse besonders bei Nr. 100 erschwert. Bei diesem
wurde erst 1,2 Monate nach Aufnahme auf die Intensivstation ein Screening auf VRE mit
VRE-Nachweis durchgefuhrt. Eine eindeutige Analyse ist hier nicht moglich.

Fur Nr. 133 und 136 (Cluster 3) wurde der VRE-Nachweis innerhalb der ersten 11 Tage
bzw. 24 h nach Aufnahme auf die Intensivstation erbracht. Es besteht ein rdumlicher
(IMC 11 BO5 und IMC 1ll BO9) und ein zeitlicher Zusammenhang (25.11.13 und 29.11.13).
Auch in Cluster 4 besteht die Schwierigkeit der Analyse, da nicht bei allen Patienten ein
Vorscreening vorgenommen wurde. Nr. 150, Nr. 154 besitzen negative Vorscreenings.
Dadurch qilt es als sicher, dass sie den VRE erworben haben. Zur zeitlichen Situation:
Nr. 159, 154, 150 befanden sich zur gleichen Zeit auf der Intensivstation, der Intensiv-
aufenthalt von Nr. 135 endete Tage vor der Aufnahme von Nr. 159 und Nr. 154, jedoch
befanden sich Nr. 135 und Nr. 150 gleichzeitig auf der Intensivstation. Eine zu diesem

Zeitpunkt bereits bestehende Kolonisation von Nr. 135 lasst sich auf Grund eines
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fehlenden Vorscreenings nicht beweisen bzw. ausschlie3en. Fest steht, dass Nr. 150
(ITC 005) und Nr. 154 (ITC 004) sich in direkt benachbarten Zimmern befanden und
somit durch dieselbe Pflegekraft versorgt wurden. Analoges gilt fur Nr. 135 und Nr. 159
(IMC 1l und IMC III). Ein direkter rdumlicher Zusammenhang bei dem alle 4 Patienten
zum gleichen Zeitpunkt benachbart gelegen haben, lasst sich nicht feststellen. Durch
das nicht erfolgte Eingangsscreening kann zudem nicht geklart werden, ob Nr. 135 den
VRE initial mitgebracht hat oder nicht.

Bei dem 5. Cluster handelt es sich mit 6 Patienten um das grof3te Cluster. Es lasst sich
kein raumlicher und zeitlicher Zusammenhang zwischen allen Patienten gleichzeitig
finden. Fehlende Vorscreenings bei Nr. 175, 179, 174, 182 erschweren die Analyse.
Hingegen ist bei Nr. 172 sicher, dass es sich um eine wahrend des Aufenthaltes
erworbene Kolonisation handelt. Zudem fand bei Nr. 174 und 182 erst nach 21 bzw. 8
Tagen Aufenthalt auf der Intensivstation das erste Screening, bei dem es auch zum
Nachweis des VRE kam, statt.

Wie in der Tab. ersichtlich, befanden sich Nr. 172, 175, 179 zur selben Zeit und zum
Zeitpunkt des Nachweises schon seit langerem auf der Intensivstation und lagen zudem
noch in benachbarten Zimmern (ITC 009 - 011).

Bei Nr. 174 und 170 lasst sich auch ein raumlicher und zeitlicher Zusammenhang
nachweisen. Bei beiden wurde die Probe am selben Tag entnommen und beide lagen
zu diesem Zeitpunkt in benachbarten Betten im selben Zimmer (IMC 11l BO9 und B10).
Zudem gibt es bei Nr. 170 ein negatives Vorscreening, sodass von einer erworbenen
Besiedelung ausgegangen werden sollte.

Kein zeitlicher Zusammenhang besteht zwischen Nr. 182 und den ubrigen Isolaten des
Clusters (Oktober gegenuber Dezember), besonders da Nr. 170 und 172 negative
Vorscreenings besitzen zu einem Zeitpunkt als sich Nr. 182 nicht mehr als Patient im
KMV befand.

Durch dieses Analyseergebnis lasst sich eine Ubertragung nicht restlos ausschliel3en.
Auch die Patienten des 6. Clusters befanden sich zur selben Zeit, als es zum Nachweis
der VRE kam, auf der Intensivstation der Medizinischen Kliniken und Polikliniken 1 und
Il. Es besteht somit ein zeitlicher Zusammenhang. Nr. 169 war negativ auf VRE getestet
worden, fur Nr. 173 gibt es kein Vorscreening und das erste dann direkt positive

Screening erfolgte erst nach ca. 2 Wochen Aufenthalt auf der Intensivstation. Einen
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direkten raumlichen Zusammenhang zwischen den beiden Patienten gibt es nicht (ITC
004 und IMC 1l B0O5).

Tab. 20: Daten fur die Clusteranalyse. Aufgelistet sind die Clusternummer, die Pati-
entennummer, Vorscreenings, das Datum der Entnahme der positiven Probe, der
Aufenthaltszeitraum im KMV (Aufenthalt davon auf der Intensivstation der Medizinischen
Kliniken und Polikliniken | und II) und die Zimmernummer auf der Intensivstation aller
fraglichen Isolate mit einer Homologie = 98 % (siehe Abb. 9). In Fett markiert ist das

Zimmer, in dem die positive Probe entnommen wurde. pos.=positiv, neg.=negativ.

Clus- | Patient- | Vorscreening Datum Aufenthalt im KMV (davon Zimmernummer auf der
ternr. | ennr. der pos. Aufenthalt auf der Intensivstation (Zeitraum)
Probe Intensivstation)
1 104 24.06.13 neg. 04.07.13 | 12.06.13-17.07.13 IMC 111 BO9 (12.06-08.07.13)
fur VRE (12.06-08.07.13)

31 02.08.13 neg. 19.08.13 | 25.07-09.09.13 IMC 11 BO6 (02.-23.8.13)

fur VRE (02.-24.08.13) ITC 011 (23-24.08.13)
2 103 Kein Vorbefund | 06.07.13 | 03.07.-08.08.13 IMC 11 BO7 (03.-08.07.13)
(03-17.07.13) IMC 111 B12 (08-14.07.13)
ITC 005 (14.-17.07.13)
102 Kein Vorbefund | 02.07.13 | 02.-16.07.13 ITC 014 (02-04.07.13)
(02.-08.07.13) IMC Il BO5 (04.-07.07.13)
ITC 002 (07.-08.07.13)
100 Kein Vorbefund | 02.07.13 | 25.05.-06.07.13 ITC 002 (25.05.-06.07.13)
(25.05.-06.07.13)
3 136 31.07.13 Neg. 29.11.13 | 29.11-06.12.13 IMC 11 BO5 (29.11.-03.12.13)
Vorscreening (29.11.-03.12.13)

133 20.11.13 Neg. 25.11.13 | 14.11.-09.12.13 (20.11.- IMC 111 BO9 (20.-30.11.13)

Vorscreening 09.12.13) ITC 006 (30.11.-09.12.13)
4 135 Kein Vorbefund | 30.11.13 | 28.11.-06.12.13 IMC 111 B09 (30.11-02.12.13)
(30.11.-04.12.13) ITC 012 (02.-04.12.13)
159 Kein Vorbefund | 13.12.13 | 14.11.-06.12.13 (Voraufenthalt | IMC Il BO7 (13.12.13)
im KMV)
13.12.13-06.01.14 (13.12.13)

150 26.11.13 Anal 05.12.13 | 28.08.13-30.01.14 ITC 005 (04.11.13-30.01.14)

VRE neg. (05.-06.09.13; 21.09.-
29.10.13; 04.11.13-30.01.14)

154 26.11.13 VRE- 10.12.13 | 05.-17.12.13 ITC 004 (05.-10.12.13)
Vorscreening (05.-10.12.13)
neg.

5 175 Kein Vorbefund | 24.12.13 | 01.12.13-05.01.14 ITC 011 (24.12.13-05.01.14)
(24.12.13-05.01.14)

179 Kein Vorbefund | 28.12.13 | 21.12.13-17.01.14 ITC 010 (28.12.13-01.01.14)
(28.12.13-01.01.14)

172 18.12.13 VRE- 23.12.13 | 08.12.13-16.01.14 ITC 010 (09.-13.12.13)
Vorscreening (09.-13.12.13; ITC 009 (18.12.13-10.01.14)
neg. 18.12.13-10.01.14)

174 Kein Vorbefund 23.12.13 03.-26.12.13 IMC 11l B10 (03-19.12.13)

(03-19.12.13; 20.-25.12.13) IMC 111 B09 (20.-25.12.13)

170 19.11.13 VRE- 23.12.13 | 23.12.13-14.03.14 IMC 1Il B10 (23.-28.12.13)
Vorscreening (23.12.-06.02.14) ITC 008 (28.12.13-06.02.14)
neg.

182 Kein Vorbefund | 23.10.13 | 16.-29.10.13 IMC 11 BO5 (16.-29.10.13)

(16.-29.10.13)
6 169 25.10.13 VRE- 23.12.13 | 22.12.13-07.01.14 ITC 004 (22.-24.12.13)
Vorscreening (22.-24.12.13)
neg.
173 Kein Vorbefund | 23.12.13 | 07.-27.12.13 IMC 11 BO5 (07.-26.12.13)
(07.-27.12.13) ITC 010 (26.-27.12.13)
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Um der Frage eines moglichen Datenverlustes durch die quartalsweise Darstellung der
Daten (siehe Abb. 9) aus Abb. 8A nachzugehen, erfolgte eine zusatzliche Analyse von
weiteren Isolaten unter Berucksichtigung der entsprechenden Informationen (quartals-
ubergreifende Cluster mit einer Homologie von = 98 %). Die daflr zusatzlich bendtigten
Daten wurden mit Hilfe des Krankenhausinformationssystems ORBIS und eines Lage-
plans der Station erhoben und sind in Tab. 25 (siehe Anhang) dargestellt.

Demzufolge stellt sich die Frage nach einem raumlichen und zeitlichen Zusammenhang
zwischen Nr. 93 (2. Quartal 2013) und dem 1. Cluster (Abb. 9C), Nr. 53 (1. Quartal
2013) und dem 2. Cluster (Abb. 9C), Nr. 66 (1. Quartal 2013) und dem 3. Cluster (Abb.
9D), sowie Nr. 86 (2. Quartal) und Nr. 138 (4. Quartal 2013).

Zwischen Nr. 93 (2. Quartal 2013) und dem 1. Cluster (Abb. 9C, bestehend aus Nr. 31
und Nr. 104) lasst sich ein zeitlicher Zusammenhang nachweisen. Es fallt auf, das durch
Nr. 93 (Aufenthalt auf der Intensivstation vom 14.06-15.08.13) eine Verbindung der
Intensivaufenthalte von Nr. 31 (02.-24.08.13) und Nr. 104 (12.06.-08.07.13) entsteht.
AulRerdem lag Nr. 93 sowohl in IMC Il als auch in IMC lll. Folglich besteht ein rAumlicher
und zeitlicher Zusammenhang. Erschwerend fir die Beurteilung sind fehlende
Vorscreenings von Nr. 93.

Zwischen Nr. 53 (1. Quartal 2013) und dem 2. Cluster (Abb. 9C; Nr. 103, 102, 100) lasst
sich hingegen kein zeitlicher und raumlicher Zusammenhang nachweisen. Zwar lag Nr.
53 auch in IMC Il, genau wie Nr. 103 und 102, jedoch waren beide bereits vorher positiv
auf VRE getestet worden.

Auch zwischen Nr. 66 (1. Quartal 2013) und dem 3. Cluster (Abb. 9D; Nr. 133 und 136)
lasst sich kein zeitlicher Zusammenhang nachweisen. Dennoch féllt auf, dass Nr. 66 im
1. Quartal sowohl in IMC 1l (wie Nr. 136) als auch in IMC 11l (wie Nr. 133) gelegen hat.
Zwischen Nr. 86 (2. Quartal) und Nr. 138 (4. Quartal 2013) besteht kein zeitlicher
Zusammenhang. Hingegen lagen beide kurzzeitig in IMC Illl. Durch das positive
Eingangsscreening von Nr. 138 ist die Analyse erschwert. Dennoch ist eine Ubertragung
maoglich, da sich Nr. 138 bereits im Oktober auf der Intensivstation aufgehalten hat und
im Rahmen dieses Aufenthaltes kein VRE-Screening stattgefunden hat. Eine Trans-

mission kann somit nicht restlos ausgeschlossen werden.
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3.1.3.4 Typisierung der VRE des Kontrollkollektivs und Korrelation mit der
VanA/VanB-PCR
Durch die beschriebenen Ergebnisse kam die Vermutung auf, dass es endemische

Stamme in der Umgebung des KMV geben kdnnte, die zu einem hohen Eintrag von
,2auBerhalb® fihren und zusammen mit einzelnen Ubertragungen innerhalb des KMV fiir
die Zahl der VRE verantwortlich sein konnten.

Um dieser Frage nachzugehen, wurden zusatzlich noch alle VRE-Erstisolate der
Medizinischen Klinik und Poliklinik 111 typisiert und mit dem obigen Patientenkollektiv
verglichen (siehe Abschnitt 3.1.3.5).

Grund fur diese Klinikauswahl war das vollig unterschiedliche Patientenspektrum
(Hamatoonkologie) im Vergleich mit dem der Medizinischen Kliniken und Polikliniken |
und Il und somit ein fast vollstandig getrenntes Patientengut fur die folgende Analyse.
Zudem besteht die Besonderheit, dass die Medizinische Klinik und Poliklinik 111 rAumlich
komplett von der Medizinischen Klinik und Poliklinik | bzw. Il und deren Intensivstation
getrennt ist und auch regelmaBig VRE-Screenings im Rahmen des stationdren
Aufenthalts durchfuhrt. Somit findet kein Austausch von Patienten in diesem
Zusammenhang unter normalen Bedingungen statt.

Abb. 8B zeigt die Typisierung von allen Erstisolaten der Medizinischen Klinik und
Poliklinik 11l untereinander. Es fallt auf, dass es 5 Cluster mit Homologien = 95 % gibt.
Des Weiteren gibt es innerhalb jedes dieser 5 Cluster auch Isolate, die eine Homologie
von = 98 % zueinander aufweisen. Auf eine Analyse wurde verzichtet, da Patienten
mehrfach pro Jahr in der Medizinischen Klinik und Poliklinik 1ll behandelt werden
(teilweise mehr als 4 Mal). Aufgrund dieses Umstandes ist eine manuelle Analyse nach
obigem Beispiel, besonders des 2. Clusters mit 17 Patienten, nicht mdglich.

Bei der Analyse der Korrelation der Ergebnisse der molekularen Typisierung mit den
Ergebnissen der VanA/VanB-PCR ist erkennbar, dass alle VRE eines Clusters
denselben Genotyp besitzen (siehe Abb. 8B).

3.1.3.5 Kliniktuibergreifende Analyse der Typisierung der VRE

Abb. 10 zeigt den Vergleich der Typisierungsergebnisse zwischen den Isolaten der
Medizinischen Kliniken und Polikliniken 1 und 1l (Intensivstation) mit denen der
Medizinischen Klinik und Poliklinik III.
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Abb. 10: Ergebnis der molekularen Typisierung der VRE-Erstisolate der Medizinischen
Kliniken und Polikliniken [, Il (nur Intensivstation) und Il (mit Stern markiert). Der Van-
Genotyp (VanA bzw. VanB) der entsprechenden Isolate ist farblich hinter der
Probennummer dargestellt. Aufgrund der GréRe der Abb. erfolgte zur besseren Uber-
sicht eine Teilung in Teil A (ursprunglich oberer Teil) und B (urspringlich unterer Tell).
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Es finden sich keine Homologien = 98 % zwischen den lIsolaten der Medizinischen
Kliniken und Polikliniken I und 1l und denen der Medizinischen Klinik und Poliklinik III,

somit lassen sich keine klinikibergreifenden Cluster nachweisen.
3.2 Linezolid-resistente Enterokokken am KMV

3.2.1 Uberprufung der Enterokokken auf Linezolidresistenz

Im Zeitraum Februar 2013 bis Februar 2014 wurden 14 Linezolid-resistente Entero-
kokkenstamme asserviert. Mit Hilfe des VITEK2, des E-Tests und Linezolid-haltiger UNK
wurden Enterokokken auf ihre MHK und somit auf das Vorliegen einer phanotypischen
Linezolidresistenz getestet (siehe Abschnitt 2.4, 2.5). Gemal3 den aktuellen EUCAST-
Richtlinien gelten Enterokokken mit einer MHK > 4 pg/ml als resistent und mit einer
MHK < 4 als sensibel (EUCAST, 2014).

In der nachfolgenden Tab. 21 sind alle Linezolid-resistenten Enterokokkenisolate
aufgelistet. Alle 14 Isolate wiesen eine MHK > 8 ug/ml auf. Die durchschnittliche mittels
E-Test ermittelte MHK betrug 17,4 pg/ml. Das Isolat Nr. 203 wies die hochste MHK (48
ug/ml) auf. Ubernachtkulturen mit 4 und 8 pg/ml Linezolid zeigten bei allen Isolaten eine
MHK > 8 pg/ml an. Bei den analysierten Isolaten handelte es sich vorwiegend um E.
faecium und nur einen E. faecalis. Letzter war Vancomycin-sensibel und seine Linezolid-
MHK im E-Test betrug 24 pg/ml.

Insgesamt wiesen 11 der 14 Isolate zusatzlich zur Linezolidresistenz noch eine

Vancomycinresistenz auf. Die VanA/VanB-Ratio betrug 1,2 (6 VanA, 5 VanB).
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Tab. 21: Linezolid-resistente Enterokokken. Aufgelistet sind die Bezeichnung des
Isolats, die Resistenz, die MHK (Linezolid), der Resistenzmechanismus gegen Linezolid
und die Enterokokkenart. Gekennzeichnete (*) Isolate sind Vancomycin-sensibel und
Linezolid-resistent. UNK=Ubernachtkultur, MHK=minimale Hemmkonzentration.

Nr.des | Resistenz MHK (ug/ml) Resistenzmechanismus Enterokokkenart
Isolats __

Vancomycin Linezolid E-Test UNK 23S CFR

(Genotyp)
3 X (VanB) X 8 =8 | G2576T pos. CFR neg. | E. faecium
12 X (VanB) X 8 =8 | G2576T pos. CFR neg. | E. faecium
66 X (VanA) X 16 28 | G2576T pos. CFR neg. | E. faecium
75 X (VanB) X 8 >8 | G2576T pos. CFR neg. | E. faecium
162 X (VanA) X 8 >8 | G2576T pos. CFR neg. | E. faecium
207* X 8 >8 | G2576T pos. CFR neg. | E. faecium
199* X 16 28 | G2576T pos. CFR neg. | E. faecium
200* X 24 >8 | G2576T pos. CFR neg. | E. faecalis
201 X (VanB) X 16 >8 | G2576T pos. CFR neg. | E. faecium
202 X (VanA) X 12 >8 | G2576T pos. CFR neg. | E. faecium
203 X (VanA) X 48 28 | G2576T pos. CFR neg. | E. faecium
204 X (VanA) X 32 28 | G2576T pos. CFR neg. | E. faecium
205 X (VanB) X 8 >8 | G2576T pos. CFR neg. | E. faecium
206 X (VanA) X 32 >8 | G2576T pos. CFR neg. | E. faecium

Abb. 11 zeigt die Verteilung der Isolate auf die einzelnen Kliniken. Es wird deutlich, dass
die meisten Isolate von der Klinik fir Anadsthesiologie und operative Intensivmedizin
(N=5; 36 %), gefolgt von der Medizinischen Klinik und Poliklinik I (N=4; 29 %) und Il
(N=3; 21 %) stammen.
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Verteilung Linezolid-resistenter Enterokkoken der
Stichprobe am UKB
Chirugie; 1;
7%

MKO; 3; 21 %

MKP; 1; 7 %

Abb. 11: Verteilung Linezolid-resistenter Enterokokken der Stichprobe am KMV.
Dargestellt ist der Name der Klinik, die Anzahl der Isolate, sowie der prozentuale Anteil
auf Nges=14 bezogen. Med. I.=Medizinische Klinik und Poliklinik I; MKP=Medizinische
Klinik und Poliklinik 1I; MKO=Medizinische Klinik und Poliklinik 1lI. Alle Kliniken sind Teil
des KMV.

3.2.2 Uberprifung der molekularen Ursache fiir die Linezolidresistenz

Eine Uberprifung der Isolate auf das Vorliegen des cfr-Gens als molekularen
Resistenzmechanismus erfolgte mit Hilfe der PCR unter den in Material & Methoden
beschriebenen Bedingungen (siehe Abschnitt 2.7; fir Primer siehe Tab. 8). Die cfr-PCR
wurde mit Hilfe einer Positiv- und einer Negativkontrolle auf ihre Gultigkeit Uberprift. Ihre
Auswertung erfolgte mit Hilfe der Agarose-Gelelektrophorese unter den vorgenannten
Bedingungen (siehe Abschnitt 2.8). Die Positivkontrolle war hierbei ein cfr-positiver
wildtyp Enterokokken-Stamm (Bereitstellung durch Herrn PD Dr. Werner (RKI
Wernigerode)).

Bei keinem Isolat konnte das cfr-Gen nachgewiesen werden (siehe Tab. 21).

In einem weiteren Schritt erfolgte die Uberprifung der Linezolid-resistenten
Enterokokken auf Mutationen in der DNS-Sequenz fir die Doméne V der 23S rRNA
mittels PCR (siehe Abschnitt 2.7.1) und anschlieRender Sequenzierung des Amplikons.
Es konnte gezeigt werden, dass alle 14 Enterokokken-Isolate die genomische Mutation
G2576T in mindestens einem der sechs Allele der DNS-Sequenz fur die Domane V der
23S rRNA trugen (siehe Tab. 21). Weitere Mutationen, wie z. B. die G2447T, C2461T,
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T2500A, A2503G, T2504C oder die G2505A konnten bei keinem der Isolate nachge-

wiesen werden.

3.2.3 Molekulare Typisierung der Linezolid-resistenten Enterokokken

Um der Frage nach moglichen Transmissionen bzw. Stammverwandtschaften nach-
zugehen, wurde eine molekulare Typisierung mittels rep-PCR (Diversilab-Methode)
durchgefiihrt (siehe Abschnitt 2.10). Abb. 12 zeigt das Ergebnis. Wie fir die
Vancomycin-resistenten Isolate wurde hier der Grenzwert von 98 % fur die Stammver-
wandtschaft festgelegt.

Es wird deutlich, dass es keine Homologien = 96,7 % gibt. Auch bei den Isolaten, die =
95 % Homologie aufweisen (z. B.: Nr. 204 und Nr. 202; Nr. 66 und Nr. 206; Nr. 207 und
Nr. 199; Nr. 75 und Nr. 201) handelt es sich um zeitlich und 0&rtlich unzusammen-
hangende Isolate. Somit besteht bei keinem Isolat der Verdacht, dass es zu einer
Ubertragung gekommen sein konnte.

IVSE Frobennr.

— Nr204
| VanA NF 202

VanB NrEE

Nr 206
— Nr 205

 Nr203

— Nr12

— MNr3z

| Nr 75 |
Mr 2014 [
Mr 207

Nr 199

N2 [
Nr200f | ) 1118

_lE T == |
" i "
P e — — — —

N

70075 B0 85 40 95 00
% Homologie
Abb. 12: Ergebnis der molekularen Typisierung der untersuchten Linezolid-resistenten
Enterokokken des KMV. Hinter der Probennummer ist der Genotyp farblich dargestelit.
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4. Diskussion

Fur eine Reduktion der im Krankenhaus erworbenen Kolonisationen und Infektionen ist
eine genaue Kenntnis der bestehenden Situation von grol3er Bedeutung, um aus dieser
Ruckschlisse auf mdgliche Verbesserungsmoglichkeiten ziehen zu kénnen. Nicht nur
die Kenntnis der Haufigkeit, sondern auch der Verteilung von resistenten Isolaten ist
hierbei wichtig, um Strategien fur ein erfolgreiches Hygiene-Management zu entwickeln.
Letztlich soll dies das Risiko fur Kolonisation und Infektion senken und damit die Zahl
der Isolationstage reduzieren, was aus wirtschaftlicher Sicht fur das Krankenhaus
wichtig ist.

Obwohl Enterokokken nur einen geringen Anteil der fur Patienten schwerwiegenden
Infektionen ausmachen und viel haufiger fir symptomlose Kolonisationen verantwortlich
sind, hat ihre Bedeutung und Haufigkeit in den letzten Jahren deutlich zugenommen
(siehe Abschnitt 1.1; Werner et al., 2008a; Klare et al., 2012b; Gastmeier et al., 2014).
Dies belegt auch die Entwicklung der VRE-Nachweishaufigkeit am KMV. Hier I&asst sich
ebenfalls ein Anstieg nach Angaben des Resistenzbericht des KMV beobachten (Blut-
kultur: 2007-2013 Zunahme um 14,61 %; Urinkultur 2007-2013 Zunahme um 6,49 %).

4.1 VRE am KMV

4.1.1 Epidemiologie und Genotypisierung von Vancomycin-resistenten
Enterokokken am KMV
Im ersten Teil der Arbeit wurde mit Hilfe der Erstisolate aus dem Jahr 2013 die

Verteilung und Haufigkeit von Vancomycin-resistenten Enterokokkenerstisolaten am
KMV untersucht.

Wie bereits in Abschnitt 3.1.1 beschrieben, zeigt die klinik- und stationsbezogene
Analyse, dass der Grof3teil der Isolate aus den bettenstarksten Kliniken stammte (Klinik
fur Anasthesiologie und Operative Intensivmedizin, sowie Medizinische Kliniken und
Polikliniken | bis IIl). Diese Information muss vor dem Hintergrund bewertet werden,
dass viele Isolate der oben genannten Kliniken von der Intensivstation derselben
stammen. Besonders deutlich wird dies am Beispiel der Klinik fir Anasthesiologie und
Operative Intensivmedizin, welche lediglich Intensivbetten betreut. Als ein Grund hierfur
konnten die Uberwachungsscreenings, welche im Idealfall bei Aufnahme des Patienten,
sowie meist in einem wochentlichen Rhythmus stattfinden, gelten. Diese sind auf der

Normalstation nicht Bestandteil des normalen Stationsalltags. Verstarkt wird diese



60

Annahme dadurch, dass oftmals das erste Screening bzw. das Aufnahmescreening
direkt positiv ist (siehe Abschnitt 3.1.3.3 Tab. 20).

Besonderes Augenmerk bei der Analyse wurde hierbei auf die Korrelation zwischen
Erstisolaten und Anzahl der Gesamtnachweise pro Monat des Jahres 2013 gelegt.

Die resultierenden Ergebnisse lassen die Vermutung zu, dass es keine Gleichverteilung
von VRE pro Monat tber das Jahr 2013 gibt, sondern dass es durchaus Haufungen von
VRE-Nachweisen gibt, welche im Jahr 2013 in den Monaten Juli, Oktober und
Dezember liegen und sehr gut mit der Haufung der VRE-Erstisolate in den Monaten Juli,
Dezember korrelieren (siehe Abschnitt 3.1.1). Zudem lasst sich in der zweiten Jahres-
halfte 2013 insgesamt ein vermehrtes Auftreten von VRE-Erstisolaten und VRE-
Nachweisen feststellen. Mogliche Griinde dafir kdnnten Personalengpasse in den Feri-
enzeiten, durch Krankheitsfélle oder durch SparmaflRnahmen, bei gleichbleibender oder
steigender Patientenanzahl, sein.

Aktuell gibt es mehrere Arbeiten, die einen systematischen Gesamtuberblick tber die
epidemiologische Situation der VRE in Krankenhausern auf unterschiedlichen Ebenen
liefern (Arias und Murray, 2012; Klare et al., 2012b; Mutters et al., 2013).

Weltweit wurde eine deutliche Zunahme der VRE-Haufigkeit beobachtet (Mutters und
Frank, 2013; Mutters et al., 2013).

Neben der weitweiten Ebene ist jedoch auch die européische Ebene interessant. Hier
sind deutliche Unterschiede in der VRE-Haufigkeit in den einzelnen européischen
Landern beschrieben worden mit einer Einordnung des Anteils Vancomycin-resistenter
E. faecium in Deutschland im européaischen Vergleich im oberen Mittelfeld (16,2 %). Nur
Irland (44,0 %), Portugal (23,3 %) und Griechenland (17,1 %) wiesen hohere Resistenz-
raten auf. Dennoch weisen auch einige Nachbarlander Deutschlands deutlich niedrigere
Resistenzraten Vancomycin-resistenter E. faecium auf (Polen (8,4 %), Dadnemark (2 %),
Osterreich (3,2 %), Belgien (1,4 %), Frankreich (0,8 %), Niederlande (0 %); (Gastmeier
et al., 2014)).

Diese Zahlen sind nicht als absolut anzusehen und kénnen besonders fur Deutschland
auch noch hoher liegen, je nach betrachtetem Netzwerk und analysiertem Bereich
(Gastmeier et al.,, 2014). Teilweise sind Resistenzraten von E. faecium gegen

Vancomycin bis zu 28 % beschrieben (Werner et al., 2008a; Theilacker et al., 2009;
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Mutters und Frank, 2013). Laut Resistenzbericht des KMV lag die Resistenzrate von E.
faecium in Urinkulturen gegen Vancomycin bei 26 % und somit Uber dem oben
angegebenem Wert von 16,2 % fur Deutschland.

Neben der oben erwahnten weltweiten Zunahme Vancomycin-resistenter Enterokokken,
stellen Arbeiten auch fir Deutschland eine deutliche Zunahme fest (Vonberg et al.,
2007; Klare et al., 2012b; RKI, 2013). Speziell das RKI hat in seinen jahrlich
durchgefuihrten Studien zur Analyse der Haufigkeit, Verteilung und des Genotyps eine
deutliche Zunahme der VRE-Haufigkeit festgestellt, welche hauptséchlich auf einer
Zunahme Vancomycin-resistenter E. faecium beruht (Mutters et al., 2013; RKI, 2013).
Des Weiteren beschreiben Arbeiten zur Verteilung von VRE innerhalb einzelner Gebiete
Deutschlands deutliche Unterschiede in der Haufigkeit Vancomycin-resistenter Entero-
kokken mit auffallend hoheren VRE-Raten in Nordrhein-Westfalen im Vergleich zu den
nordlichen bzw. dstlichen Gebieten Deutschlands (Mutters et al., 2013; Gastmeier et al.,
2014). Diese Arbeiten verdeutlichen auch den zeitlichen Verlauf der VRE-Zunahme
unter Berlcksichtigung der regionalen Verteilung auf die einzelnen Bundeslander bzw.
auf entsprechend gréf3ere eingeteilte Gebiete und beschreiben, wie bereits oben erwah-
nt, einerseits eine Zunahme der Gesamtanzahl der VRE-Isolate, als auch einen deutlich-
en Anstieg dieser besonders in Nordrhein-Westfalen, Hessen, Thiringen, Sachsen ohne
eine Erklarung oder Vermutung fir die Ursache dieses Anstieges liefern zu kdnnen
(Gastmeier et al., 2014).

Arbeiten zur genauen VRE-Verteilung innerhalb Nordrhein-Westfalens gibt es bis jetzt
nach meinem Kenntnisstand noch nicht. Dennoch ist aus den Einsendeorten des NRZ
(Nationales Referenzzentrums) des RKI fur Enterokokken ersichtlich, dass besonders
viele Isolate aus dicht besiedelten Gebieten wie dem Rheinland und dem Ruhrgebiet
stammen (RKI, 2013). Laut einer Arbeit von Liss et al. wurde in Koln in der Hamatologie
und Onkologie eines Hauses der Maximalversorgung eine VRE Pravalenz von 9,9 %,
von denen 61 % nosokomial verursacht waren, nachgewiesen. 2 % dieser Patienten
entwickelten eine Sepsis (Liss et al., 2012). Ein ahnliches Bild lasst sich am KMV
beobachten mit einer VRE Préavalenz fir das Jahr 2013 von 23,5 % (EDV der Mikro-
biologie; 2013: 1327 VRE-Nachweise, 5648 Enterokokken-Nachweise).

Bei der Analyse der Enterokokkenarten ist auffallig, dass in den Ubersichtarbeiten 99 %

der VRE-Isolate zur Spezies E. faecium gehdren und nur eine Minderheit zur Spezies E.
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faecalis (Klare et al.,, 2012b). Somit ist E. faecium als Hauptreservoir der VRE
anzusehen (Mutters und Frank, 2013; Mutters et al., 2013).

Dieses Verhdltnis spiegelt sich auch in der analysierten Stichprobe mit nur einem E.
faecalis wieder (siehe Abschnitt 3.1.2.2). Somit muss die Préavalenz Vancomycin-
resistenter E. faecium deutlich héher liegen. Dies lasst sich anhand der Daten des KMV
mit einer Pravalenz Vancomycin-resistenter E. faecium von 61,5 % im Jahr 2013
bestéatigen (EDV der Mikrobiologie; 2013: 1324 Nachweise Vancomycin-resistenter E.
faecium, 2153 Nachweise Vancomycin-sensibler E. faecium). Dennoch entspricht diese
Verteilung nicht dem in der Darmflora vorkommenden physiologischen Verhéltnis (siehe
Abschnitt 1.1). Ein Grund hierfir kdnnte die hohere Antibiotikaresistenzrate von E.
faecium sein (Fisher und Phillips, 2009).

Andere Arbeiten zur Analyse des Anteils Vancomycin-resistenter Enterokokken unter
Bericksichtigung der unterschiedlichen Krankenhausabteilungen, beschreiben eine
deutliche Zunahme des Anteils Vancomycin-resistenter Enterokokken vor allem auf
chirurgischen Stationen, sowie Intensivstationen (RKI, 2013; Gastmeier et al., 2014).
Nach den Daten des NRZ fur Enterokokken machen VRE aus chirurgischen Abteilungen
(mit/ohne Intensivstation), sowie aus der Inneren Medizin (mit/ohne Intensivstation) fast
50 % der eingesendeten Isolate aus, jedoch unter der Pramisse, dass in ca. 25 % der
Falle der Einsendeort nicht genau bekannt ist (RKI, 2013). Somit kdnnte der Anteil
dieser Abteilungen noch um einiges hoher liegen. Vergleicht man diese Resultate mit
den im Rahmen dieser Arbeit generierten Daten fallt auf, dass die Verteilung der VRE-
Erstisolate am KMV (siehe Abschnitt 3.1.1) ahnlich zu den prozentualen Anteilen der
Einsendungen an das NRZ ist (RKI, 2013). Dies unter Beachtung der Tatsache, dass
die Klinik fir Anéasthesiologie und Operative Intensivmedizin die Intensivstationen bzw.
Intensivbetten aller anderen Kliniken (Klinik fir Herzchirurgie, Transplantationsmedizin,
Urologie, Hals-Nasen-Ohrenheilkunde, Unfallchirurgie, Orthopadie, Neurologie, Neuro-
chirurgie, Neonatologie, Kinderheilkunde) mit Ausnahme der Intensivstation der
Medizinischen Kliniken und Polikliniken 1 und Il betreut und ihr Anteil, bei gleichzeitig
weniger Isolaten aus den entsprechenden Kliniken, folglich héher ausfallt.

Zudem konnte die auf Bundeslandebene und auf internationaler Ebene beschriebene
VRE-Zunahme auch am KMV beobachtet werden. Im Jahr 2011 und 2012 wurden ins-
gesamt jeweils 669 VRE nachgewiesen, im Jahr 2013 1327 (siehe Abschnitt 3.1.1). Dies
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entspricht einer Zunahme um 98,35 %. Der Anteil der E. faecalis betrug 0,0025 %.
Gleichzeitig kam es zu einer leichten Abnahme der Enterokokken-Nachweise (2011:
6419; 2012: 5753; 2013: 5648).

In einem weiteren Teil der Arbeit erfolgte eine Genotypisierung der Erstisolate im
Hinblick auf das Vorkommen des vanA- bzw. des vanB-Genclusters mit der Frage nach
dem Verhaltnis der Genotypen zueinander (siehe Abschnitt 2.7.1.1, 3.1.2).

Mittlerweile sind zur Detektion dieser Gencluster eine Vielzahl von zum Teil auch
kommerziellen PCRs verfugbar (Bourdon et al., 2010; Depardieu et al., 2004; Sloan et
al., 2004; Stamper et al., 2007; Young et al., 2007; Werner et al., 2011).

Der Vorteil dieser Methode des Nachweises ist neben der Beschleunigung der
Diagnostik bzw. des Nachweises von Vancomycin-resistenten Enterokokken innerhalb
von ca. 2-4 h, statt 18-20 h, wie dies im Rahmen eines E-Tests sonst ublich wéare, die
direkte genetische Testung eines Bakteriums auf die Anwesenheit des die Resistenz
vermittelnden Genclusters. Somit muss nicht mehr mittels E-Test oder Vancomycin-
haltigem Selektivmedium auf ein phanotypisches Merkmal getestet werden. Dieser
Zeitfaktor kann besonders bei Infektionen mit VRE, insbesondere im Rahmen einer
VRE-Sepsis, von entscheidender Bedeutung sein. Hier kann sich die Ublicherweise
gewahlte empirische antibiotische Therapie als unwirksam erweisen. Dies kann
vermutlich auch als einer der Griinde fur die um Faktor 2,5 erhdhte Letalitat einer VRE-
Sepsis im Vergleich zu einer durch Vancomycin-sensible Enterokokken verursachten
Sepsis angesehen werden (Salgado und Farr, 2003; DiazGranados et al., 2005;
Vonberg et al., 2007).

Dennoch muss hierbei angemerkt werden, dass VRE-bedingte Sepsisfalle von 1997-
2003 (laut KISS-Datenerfassung) nicht vorgekommen sind und erst 2004 erste Sepsis-
falle durch VRE gemeldet wurden, welche 0,22 % der fatalen primaren Sepsisfalle aus-
machten (Vonberg et al., 2007).

Tab. 22: Vergleich der Enterokokken- und VRE-Nachweise am KMV in Blutkulturen der
Jahre 2007 und 2013.

2007 2013
Anzahl Davon VRE | Anzahl Davon VRE
E. faecium | 16 0 (0 %) 89 19 (21,3 %)
E. faecalis | 16 0 (0 %) 41 0 (0 %)
Gesamt 32 0 (0 %) 130 19 (14,6 %)
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Auch am KMV lasst sich eine deutliche Zunahme der VRE-Nachweise in Blutkulturen in
den letzten 6 Jahren beobachten (Tab. 22). Wie viele dieser Bakteriamien fatal waren,
lasst sich aus den vorliegenden Daten nicht ermitteln. Zudem sind diese Daten nicht
patientenbereinigt. Auflerdem mussen diese Daten vor dem Hintergrund bewertet
werden, dass von 2007 bis 2013 die Anzahl der am IMMIP untersuchten Blutkulturen um
113,16 % zugenommen hat (2007: 8039; 2013: 17136).

Als weiterer indirekter Vorteil durch die schnellere Diagnostik und folglich schnellere
Therapieanpassung ist neben positiven Effekten fir den Patient auch ein wirtschaftlicher
Effekt fur die Klinik anzufuhren. Laut aktuellen Arbeiten kbnnen die zusatzlichen Kosten
durch eine VRE-Infektion mit bis zu 27-38 000 $ (Stosor et al., 1998; Bhorade et al.,
1999; Vonberg et al., 2007) und gleichzeitiger Verlangerung der Liegezeit um 7-27 Tage
(Linden et al., 1996; Lodise et al., 2002; Vonberg et al., 2007) angegeben werden. Diese
Angaben sind jedoch umstritten, einige Arbeiten haben keine signifikante Veranderung
der Kosten bzw. der Verweildauer bei einer Infektion mit Vancomycin-resistenten
Enterokokken gegenuber einer Infektion mit Vancomycin-sensiblen Enterokokken fest-
stellen kdnnen (Pelz et al., 2002; Vonberg et al., 2007). Wichtig ist in diesem Zusam-
menhang die Frage, ob die Verlangerung der Liegedauer durch die falsche Therapie
bedingt sein kdnnte oder ob die erkrankten Patienten sich bereits vorher in einem
schlechten Allgemeinzustand befanden bzw. multimorbide waren.

Ein weiterer Vorteil PCR-basierter Testung ist die hohe Sensitivitat und Spezifitat. In
einer Studie wurde die Sensitivitat mit 96,6 % und die Spezifitat mit 87 % angegeben,
jedoch unter Anmerkung eines hohen Anteils falsch VanB-positiver Isolate im Vergleich
mit dem kulturbasierten Nachweis als Goldstandard, welche zu einer deutlichen
Reduktion der Spezifitat fuhrten (Stamper et al., 2007).

Als Nachteile der PCR-basierten Testung sind bei kommerziellen PCR Kits die Kosten
zu nennen. Zudem weist die PCR eine groRe Abhangigkeit von der Qualitat (Reinkultur)
der getesteten Probe auf. Die Reinkultur ist fur die Auswertbarkeit der PCR
entscheidend, da auch in Staphylokokkus aureus und Clostridium spp. das vanA- bzw.
vanB-Gen bereits beschrieben wurde (Marvaud et al.,, 2011; Saadat et al., 2014).
Folglich ist die direkte PCR aus dem Stuhl als schnelle Methode zum Nachweis von
VRE vermutlich nicht geeignet. Nach Inokulation eines Mediums mit einer entspre-

chenden Anzahl an KBE wird von einer Arbeit die Sensitivitat der PCR mit fast 100 %
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angegeben (Mutters und Frank, 2013). Auch die im Rahmen dieser Arbeit benutzte PCR
weist eine sehr hohe Sensitivitdt und Spezifitat auf (siehe Abschnitt 3.1.2.1).

Die Ergebnisse der Genotypisierung zeigen, dass zum einen alle Isolate mittels PCR
genotypisiert werden konnten und zum anderen durch die ausgewahlten Grenzwerte
eine problemlose Auswertung der PCR-Ergebnisse moéglich war (siehe Abschnitt
3.1.2.1).

Auch die 16S-Kontroll-PCR lieferte positive Ergebnisse bei allen getesteten Isolaten. Fir
die Interpretation der H20-Negativkontrolle gilt, dass besonders die Mdglichkeit der
Uberstrahlung des gemessenen Kanals durch die emittierte Fluoreszenz eines anderen
Kanals sehr wahrscheinlich ist, da im Bereich Zyklus 33-37 die gemessene emittierte
Fluoreszenz der anderen PCRs sehr hoch war (siehe Abschnitt 3.1.2.1 Abb. 4).

Wie unter Abschnitt 3.1.2.1 bereits erwahnt wurden bei jedem Lauf Kontrollproben fir
jede einzelne PCR dieser Multiplex-PCR mitgefuhrt, um die korrekte Funktion und somit
die Gultigkeit der Resultate der einzelnen Proben zu bestatigen. Die deutlichen und
frihen Anstiege der Fluoreszenz in den mittels Plasmiden als Proben durchgefiihrten
Kontroll-PCRs sind durch die sehr hohe Konzentration des Zielgens, bei zusatzlichem
Fehlen von weiteren die PCR evitl. inhibierenden Substanzen einschlie3lich DNS, verur-
sacht worden. Insbesondere unter der Annahme, dass nach erfolgreicher Klonierung
und unter optimaler Bedingungen in der resultierenden, aufgereinigten Losung fast aus-
schlie8lich das gewlinschte Plasmid vorhanden sein sollte. Hierbei muss jedoch bea-
chtet werden, dass durch die Aufreinigung nie eine 100 %ig reine Losung zu erreichen
ist.

Auf Grundlage der obigen Ergebnisse stellt sich die Frage, wie das Verhaltnis der durch
VanA- bzw. VanB-vermittelten Resistenzen weltweit bzw. in Deutschland aussieht.

Bis in das spate letzte Jahrzehnt galt die VanA-vermittelte Vancomycinresistenz in den
USA, Lateinamerika, Asien, Europa (inklusive Deutschland) als haufiger als die VanB-
vermittelte (Werner, 2012a, 2012b; RKI, 2013). VRE, welche das vanB-Gen besal3en,
waren selten und wurden nicht im Zusammenhang mit Ausbriichen dokumentiert (RKI,
2013). Kolonisationen, Infektionen und Ausbriiche wurden meist durch VanA-positive
Isolate verursacht (Zhu et al., 2009; Wardal et al., 2014).

Dieses Verhaltnis hat sich, mit einer deutlichen Zunahme VanB-vermittelter

Vancomycin-resistenter Enterokokken in Deutschland und einigen seiner Nachbarlander
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z. B. Polen, Schweden, Frankreich zunehmend verandert (Soderblom et al., 2010;
Bourdon et al., 2011a; Klare et al., 2012b).

Fur das Jahr 2013 beobachtete das RKI als NRZ beinahe eine Gleichverteilung einge-
sendeter VanA- und VanB-positiver VRE-Stamme (RKI, 2013). Somit ist ein Nachweis
des vanB-Gens bei Enterokokken keine Seltenheit mehr (siehe Abschnitt 3.1.3).
Verstarkt wird diese Annahme in Deutschland dadurch, dass in einigen Krankenhausern
die Resistenzrate gegenuber Vancomycin, bei gleichbleibender Teicoplaninresistenz-
rate, deutlich angestiegen ist, sowie direkt durch den haufigeren Nachweis von VanB-
positiven E. faecium innerhalb von Krankenh&ausern (Klare et al., 2012b).

Somit verhalt sich die am KMV und damit an einem grof3en deutschen Krankenhaus der
Maximalversorgung beobachtete Genotypenverteilung mit 40 % (VanA) zu 60 % (VanB)
analog zu den oben beschriebenen Trends. Unerwartet ist jedoch, dass der Anteil VanB-
positiver Isolate deutlich hdher liegt als der der VanA-positiven. Zusammen mit den
Ergebnissen der Clusteranalyse (siehe Abschnitt 3.1.3.2, 3.1.3.3) stellt sich die Frage
inwieweit Schwankungen des VanA/VanB-Verhaltnisses durch Transmissionen bedingt
sind.

Bei der Analyse der Genotypenverteilung an den 5 haufigsten Nachweisorten lieRen
sich unterschiedliche Verhéltnisse feststellen. Ein Vergleich mit anderen Kliniken oder
eines Hauses der Maximalversorgung ist jedoch nicht mdglich, da es nach aktuellem
Kenntnisstand keine entsprechenden Arbeiten zu diesem Thema gibt.

Dennoch muss erwahnt werden, dass das vanB-Gen besitzende Enterokokken auch
eine MHK im Bereich von 1-4 mg/l haben kdnnen, wodurch diese nicht mehr als
resistent gelten (Klare et al., 2012b; RKI, 2013). Unter Beachtung dieser Isolate kénnte
der Gesamtanteil VanB-positiver Enterokokken noch steigen, wodurch das Verhéltnis
weiter zugunsten der VanB-positiven Stamme verschoben werden kénnte. Die Vermei-
dung dieses Fehlers ware einerseits durch den Einsatz einer PCR mit direktem geno-
mischem Nachweis des entsprechenden Gens, andererseits durch sensitivere Testver-
fahren im Bereich von minimalen Hemmkonzentrationen von 1-4 mg/l moglich (Grabsch
et al., 2008; Klare et al., 2012a, 2012b).

Es stellt sich dabei die Frage nach der klinischen Relevanz von laut EUCAST sensiblen
mit Vancomycin therapierbaren, dessen ungeachtet VanB-positiven, Enterokokken-

isolaten.
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Bei den Ursachen des Anstiegs der Haufigkeit von Vancomycin-resistenten VRE handelt
es sich vermutlich um ein multifaktorielles Geschehen.

Zum einen konnte eine Zunahme des Antibiotikaverbrauchs durch eine Erh6hung des
Selektionsdrucks zu einer Zunahme resistenter Bakterien gefiihrt haben, welche man
erst mit zeitlicher Verzogerung beobachten konnte (Klare et al., 2012b). Ein gehauftes
Auftreten von VRE wurde bereits im Zusammenhang mit einem vermehrten Einsatz von
Glykopeptid-Antibiotika beobachtet (Kolar et al., 2002; Vonberg et al., 2007). Am KMV
hat der Vancomycin-Verbrauch im Zeitraum 2010-2013 nach Auskunft der Apotheke des
Klinikums nur um 5,57 % zugenommen, sodass die oben erwahnte Zunahme der VRE-
Nachweise um 98,36 % nicht allein durch den Einsatz von Vancomycin begriindet sein
kann.

Zum anderen konnte auch ein systematischer methodischer Fehler bei der Zahlung
Vancomycin-resistenter Enterokokken vorliegen, welcher zu einer deutlichen Uberschét-
zung der absoluten VRE-Zahlen fuhren kdnnte (Mutters und Frank, 2013).

Eine weitere Ursache kénnte eine Anderung der EUCAST Bewertungskriterien hin zu
niedrigeren Grenzwerten sein (Klare et al., 2012b; EUCAST, 2014).

Ein alternativer Erklarungsversuch waren mangelnde HygienemalRnahmen, die eine
Ausbereitung Vancomycin-resistenter Enterokokken in Kliniken erleichtern wdirden.
Hierbei muss besonders berlcksichtigt werden, dass Enterokokken bei intestinaler
Kolonisation von Menschen mit intaktem Immunsystem kaum Symptome verursachen
wirden und eine Kolonisation dementsprechend erst sehr spat auffallt. Dies ist eine
mdogliche Erklarung, warum oft z. B. das Aufnahmescreening positiv ist. Einige Arbeiten
beschreiben ein hohes Verhéltnis von Kolonisationen zu Infektionen durch VRE, sodass
auf eine VRE-Infektion eine um einiges grofRere Anzahl von kolonisierten diesen
Patienten umgebenden Patienten kommt, folglich steigt die Wahrscheinlichkeit weiterer
Infektionen (Olivier et al., 2008; Werner et al., 2011).

Die steigenden VRE-Zahlen lassen sich jedoch auch durch die Steigerung der Aufmerk-
samkeit gegeniber multiresistenten Erregern mit folglich Erhéhung des Screeningauf-
kommens erklaren. Viele Intensivstationen fiihren bereits regelmaf3ig Screenings durch
(siehe Abschnitt 3.1.3.4). Zusatzlich stellt sich die Frage, ob ein VanA/VanB-spezi-

fisches Screening mittels PCR sinnvoll ist. FUr dieses sprechen die Mdglichkeit der
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friheren Erkennung von potentiellen Transmissionen und die kirzere Zeit bis zum
Nachweis eines VRE.

Die dargestellten Grinde fir den Anstieg der VRE-Haufigkeit kdnnen nattrlich nicht nur
fur Deutschland gelten, sondern auch den in Nachbarlandern beobachteten VRE-
Anstieg erklaren (Soderblom et al., 2010; Bourdon et al., 2011a; Klare et al., 2012b).

4.1.2 Molekulare Typisierung von Enterokokkenisolaten
Durch die in Abschnitt 3.1.1 und 3.1.2.2 dargestellten Ergebnisse stellt sich die Frage,

ob es sich bei den beobachteten Haufungen von VRE an bestimmten Kliniken bzw. bei
dem Verhaltnis der einzelnen Genotypen zueinander, um ein zufélliges Phanomen
handeln kénnte oder ob es andere Erklarungen fur diese Ergebnisse geben kdnnte.
Beispiele fur Erklarungsmdoglichkeiten waren, dass es sich bei den im Krankenhaus
nachgewiesenen Isolaten um endemische Stamme handeln kénnte oder dass die VRE-
Haufigkeit in bestimmten Kliniken durch Transmissionen innerhalb dieser erklart werden
konnte. Diese Frage wurde mittels rep-PCR mit Hilfe des Diversilabsystems (siehe
Abschnitt 2.10) angegangen.

Das Verfahren der rep-PCR mit seinen Vor- und Nachteilen ist momentan Gegenstand
verschiedener Arbeiten.

Die Vorteile dieses Verfahrens sind schon langer bekannt. Zum einen sind dies die halb-
automatische, standardisierte Durchfihrung zum anderen die sehr gute Reproduzier-
barkeit der Ergebnisse unabhangig von verwendeten Geraten (z. B. Thermocycler),
sowie den durchfihrenden Personen (Pounder et al., 2006; Bourdon et al., 2011b).
Hierbei muss auf den folgenden Umstand hingewiesen werden, dass die hohe
Reproduzierbarkeit erst durch das in Abschnitt 2.10 verwendete System erreicht wurde
und in friheren Arbeiten umstritten war (Malathum et al., 1998; Bourdon et al., 2011b).
Durch die digitale Speicherung und Auswertung der Daten ist ein einfacher Austausch
von Ergebnissen zwischen Laboren mdglich. Es bedarf somit keinem erneuten Lauf von
bereits bekannten Stammen, um diese mit unbekannten Stdmmen zu vergleichen. Dies
kann Kosten deutlich reduzieren.

Ein weiterer Vorteil gegentber anderen Methoden ist die Zeit, welche mit ca. 4 Stunden
fur die Durchfihrung einer rep-PCR deutlich kirzer ist als 3-7 Tage, welche fur die

Durchftihrung einer PFGE (Pulsfeldgelelektrophorese) benétigt werden (Chuang et al.,
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2010; Bourdon et al., 2011b; Hilmi et al., 2013). Durch diesen Umstand wird die
schnelle, zeitnahe Analyse von Proben ermdglicht, besonders im Kontext nosokomialer
Infektionen, welche die Aufenthaltsdauer und die Behandlungskosten deutlich erhthen
kénnen (Sheng et al., 2005; Chuang et al., 2010).

Als Nachteil dieses Verfahrens sind im Besonderen die hohen Kosten des Diversilab-
systems zu nennen, welche mit Anschaffungs- und Materialkosten von ca. 35 000 $ und
ca. 27 $ pro Reaktion im Gegensatz zu 33 500 $ (Anschaffungskosten) und 8 $ (Kosten
pro Reaktion) fur die PFGE deutlich héher sind (Pounder et al., 2006; Chuang et al.,
2010).

Dafir sind die Personalkosten des Diversilabsystems, im Vergleich mit der PFGE (3-7
Tage), um ein Vielfaches geringer (4 Stunden Arbeitszeit).

Zudem ist die Genauigkeit der Differenzierung einzelner Isolate mittels rep-PCR
umstritten (Chuang et al., 2010). Laut einer Arbeit von Bourdon et al. ist die
Differenzierungsfahigkeit der rep-PCR (Diversilabsystem) besser als die der PFGE und
somit ein Vorteil dieses Systems (Bourdon et al., 2011b).

Wie bereits oben erwahnt, kommt der Vergleichbarkeit der rep-PCR mit der PFGE eine
besondere Bedeutung zu.

Bei der PFGE (Pulsfeldgelelektrophorese) handelt es sich um ein Verfahren bei dem mit
Restriktionsenzymen verdaute DNS des zu untersuchenden Isolats mit Hilfe eines
pulsierenden d. h. in bestimmten zeitlichen Abstdnden umgepolten elektrischen Feldes
aufgetrennt wird. Die Grundidee hinter dieser Technik basiert auf einer besseren
Auftrennung eines DNS-Fragmentgemisches mit resultierender Erstellung eines gene-
tischen Fingerabdrucks.

Grundlage fur den oben erwahnten Vergleich ist, dass die PFGE als Goldstandard in der
Typisierung bzw. in der Erstellung eines genetischen Fingerabdrucks gilt (Miranda et al.,
1991; Chuang et al., 2010; Bourdon et al., 2011b).

Auch diese Methode hat einige Vor- und Nachteile. Einige sind bereits oben diskutiert.
Als Vorteil im Vergleich zur rep-PCR ist neben den etwas geringeren Materialkosten die
Differenzierungsfahigkeit zu nennen. Nachteile sind besonders die Abhangigkeit von der

durchfihrenden Person (Untersucherabhangigkeit), sowie der hohe Zeit- und Arbeitsauf-
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wand (Bourdon et al., 2011b). Besonders letzteres verhindert den vermehrten Einsatz

der PFGE zur Analyse von Isolaten.

Neben diesen beiden Verfahren gibt es noch einige weitere Methoden, die zur Analyse
von Isolaten eingesetzt werden kénnen.

Zum einen ist hier die MLST (Multilocus sequence typing) zu nennen. Bei diesem
Verfahren macht man sich Sequenzunterschiede in der DNS in einer Anzahl konstitutiv
exprimierter Gene (Haushaltsgene, housekeeping genes) zu Nutze. Mittels PCR werden
interne Fragmente dieser Gene verdoppelt und anschlieRend sequenziert. Da Zellen
mehrere eventuell unterschiedliche Allele eines oder mehrerer dieser Gene enthalten
kénnen, kann durch die Sequenzierung ein Sequenztyp (sequence type, ST) der
abgegriffenen DNS-Abschnitte eines Organismus erstellt werden und somit ein Isolat mit
einem anderen verglichen werden.

Es gibt mehrere Arbeiten, die dieses Verfahren an Enterokokken durchgefihrt,
Populationen bzw. Subpopulationen definiert und deren Pravalenz analysiert haben
(Homan et al., 2002; Willems et al., 2005). Dennoch gilt dieses Verfahren aufgrund der
hohen Kosten, niedrigen Genauigkeit in der Differenzierung einzelner Isolate und des
hohen Zeitaufwandes in der generellen Routineanalyse von Ausbrichen als nicht
durchfiihrbar (Bourdon et al., 2011b).

Zum anderen ist hier auch die MLVA (Multiple Loci VNTR Analysis), welche mit Hilfe von
variable number tandem repeats (VNTR, variablen DNS-Abschnitten) Isolate analysiert
und vergleicht (Top et al., 2004) und die AFLP (Pangallo et al., 2008), die eine &hnliche
Technik zur Erstellung eines genetischen Fingerabdrucks wie die MLVA unter Verwen-
dung von Restriktionsenzymen, einer PCR und anschlielBender Gelelektrophorese ver-
wendet, zu nennen.

Im Vergleich der Diskriminationsfahigkeit der rep-PCR und der PFGE unter Verwendung
des Differenziertheitsindex von Simpson (Simson’s index of diversity, D) (Hunter und
Gaston, 1988) und des Konkordanzkoeffizients von Kendall (Kendall's coeffizient of
concordance, W), lassen sich mit einem D Index von 0,980 (rep-PCR) und 0,985
(PFGE), sowie eines Konkordanzkoeffizients von W=0,773 zwischen der PFGE und der
rep-PCR gute Werte fir die rep-PCR im Vergleich zur PFGE ermitteln (Bourdon et al.,
2011b).
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Somit ist die rep-PCR eine sehr gute Ausschlussmethode. Unterscheiden sich Isolate,
ist eine Transmission oder Verwandtschaft unwahrscheinlich. Besteht eine hohe
Homologie zwischen den Isolaten, sollte eine retrospektive Analyse im Hinblick auf
einen zeitlichen oder raumlichen Zusammenhang und auf medizinische Daten (z. B.
Antibiotikagabe) erfolgen. Ein isolierter Einsatz dieser Verfahren sollte dabei méglichst
vermieden werden.

Dementsprechend kann die rep-PCR als eine Moglichkeit zur Analyse von lIsolaten,
speziell unter Berucksichtigung der Vorteile gegentber der PFGE wie niedrigerem
Zeitaufwand, guter Reproduzierbarkeit und hoher Standardisierung angesehen werden.
Vor dem Hintergrund eines Ausbruchs kann sich die rep-PCR folglich als nutzlich in der
Analyse von Isolaten erweisen, in dessen Kontext sie bereits eingesetzt worden ist
(Sherer et al., 2005; Singh et al., 2005; Chuang et al., 2010).

4.1.2.1 Analyse der klinikbezogenen Typisierung
Durch die Typisierung ausgewabhlter Isolate mittels rep-PCR sollte die Mdglichkeit einer

Transmission Uberpruft werden. Die Ergebnisse der entsprechenden Versuche sind in
Abschnitt 3.1.3, sowie Tab. 20 grafisch und in schriftlicher Form dargestellt.
AnschlieBend erfolgte eine Analyse und retrospektive Aufarbeitung der beobachteten
Cluster.

Vor der Diskussion der unter Abschnitt 3.1.3.2 und 3.1.3.3 dargestellten Ergebnisse
missen einige generelle Transmissionswege im Krankenhaus, sowie im Speziellen
Schwierigkeiten bei der Analyse dieser Cluster, erlautert werden.

Es gilt zu beachten, dass nur Erstisolate aus dem Jahr 2013 analysiert wurden, sodass
immer die Méglichkeit besteht, dass die urspringliche Quelle der VRE ein unbekannter
dritter Patient sein konnte. Zudem wird die Analyse der Cluster durch mégliches Ver-
nachlassigen der Handehygiene z. B. im Rahmen eines Notfalls (auf der Intensiv-
station), wodurch eine grof3ere Verteilung des entsprechenden Bakteriums erfolgt haben
kbnnte, erschwert. Hierbei muss berucksichtigt werden, dass Enterokokken als sehr
umweltresistente Keime auch langere Zeit in der Umgebung bzw. auf Gegenstanden
persistieren konnen (Fisher und Phillips, 2009; Klare et al., 2012b). Besondere Bedeu-
tung kommt hierbei einer eventuellen Mehrbelastung des pflegerischen bzw. &rztlichen

Personals der entsprechenden Station zu, im Speziellen unter Beriicksichtigung mog-
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licher Situationen, bei denen durch Krankheitsfélle, Urlaubszeiten, Wochenenden, Feier-
tagen (Weihnachten) oder eine Kombination aus mehreren dieser Faktoren eine Reduk-
tion des verfugbaren Personals stattgefunden haben konnte. Laut einer Arbeit von Kaier
et al. konnte ein direkter Effekt von Bettbelegungsraten und dem Personalschlissel auf
die Rate an nosokomialen Infektionen nachgewiesen werden (Kaier et al., 2012).
AuRerdem handelt es sich bei Intensivpatienten oftmals auch um chronisch kranke Pati-
enten, welche bereits mehrere Krankenhausaufenthalte in den unterschiedlichsten Ab-
teilungen absolviert haben, sodass immer die Schwierigkeit des genauen Nachweises
besteht, wann und wo ein Patient ein bestimmtes in diesem Fall resistentes Isolat
erworben hat.

Auch fehlende Eingangsscreenings auf der Intensivstation kénnen im Einzelfall die
Analyse der Cluster erschweren. Dementsprechend kann die Mdoglichkeit bestehen,
dass der endgultige Nachweis einer Transmission mit Sicherheit kaum zu erbringen ist
und eine Analyse immer die Umstande, sowie weitere Patienten beachten muss.

Fur Cluster 1 kénnte eine Erklarung ein kontaminiertes, zentrales Versorgungsgebiet
sein, zumal IMC Il und Ill dieselbe Fakalienspile benutzen und Enterokokken Wochen
bis Monate auf Oberflachen persistieren kénnen. Durch die Berticksichtigung von Nr. 93
wird der Verdacht auf eine Ubertragung noch verstarkt.

Zur Erklarung des zweiten Clusters ist folgende Moglichkeit denkbar: durch Personen

z. B. Personal kénnte es zu einer Ubertragung von Nr. 102 auf Nr. 100 auf Nr. 103 sein.
Eine mogliche Verbindung dieses Clusters zu Nr. 53 kénnte eine unbekannte weitere
Person oder eine kontaminierte Oberflache sein.

Eine Mdglichkeit zur Erklarung von Cluster Nr. 3 kdnnte eine unbekannte dritte Person
sein, welche fur die Ubertragung auf Nr. 133 und von Nr. 133 auf 136 verantwortlich sein
koénnte, sowie die Mdglichkeit der Probenentnahme durch dieselbe Person ohne ausrei-
chende hygienische MalRnahmen zwischen den Patienten bzw. mit kontaminierten Han-
den. Ein Indiz hierfir ist das neg. Vorscreening von Nr. 133, wodurch es wahrscheinlich
ist, das Nr. 133 den VRE auf der Intensivstation erworben haben kdnnte. Unter Bertck-
sichtigung von Nr. 66 ware auch eine Transmission durch Persistenz des Erregers auf
Oberflachen eine Moglichkeit.

Auch im vierten Cluster erscheint eine Ubertragung bei allen 4 Isolaten méglich. Hierbei

ist es am wahrscheinlichsten, dass die Transmission von Nr. 150 auf die tbrigen erfol-
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gte. Ein mdglicher Grund hierfir kdnnte die mangelnde Einhaltung von Hygienemal3-
nahmen sein.

In Cluster 5 lasst sich ebenfalls eine Ubertragung durch das Analyseergebnis nicht rest-
los ausschlief3en. Dies gilt im Besonderen fur Nr. 172, 175, und 179, sowie fur Nr. 174
und 170, zwischen denen ein zeitlicher Zusammenhang (alle Patienten lagen im Dezem-
ber 2013 zur selben Zeit auf der Intensivstation), jedoch kein direkter rAumlicher Zusam-
menhang (ITC 009 - 011 gegeniber IMCIII BO9 - 10) besteht. Eine direkte Verbindung
zwischen Nr. 182 und den restlichen Isolaten des Clusters lasst sich nicht direkt nach-
weisen. Eine mdgliche Verbindung wére abermals ein unbekannter dritter Patient oder
kontaminierte Gegenstande.

Eine Erklarung fur Cluster Nr. 6 ware z. B. ebenfalls eine Persistenz des Erregers auf
kontaminierten von beiden benutzten Gegenstdnden, besonders in Kombination mit
mangelnder Handehygiene oder alternativ eine unbekannte dritte Person, welche sich
im entsprechenden Zeitraum auf der Intensivstation aufgehalten hat und sich z. B. durch
Verlegung raumlich benachbart zu beiden Patienten befunden haben konnte.

Zur Erklarung des quartalstibergreifenden Clusters (Nr. 86 und Nr. 138) wéare folgender
Weg denkbar: von Nr. 86 Uber einen unbekannten dritten Patienten oder eine konta-
minierte Oberflachen auf Nr. 138.

Neben den erwahnten speziellen Umstanden bzw. Faktoren zur Erklarung eines Clus-
ters konnten auch in jedem der einzelnen Félle einige der oben erwdhnten generellen
Faktoren allein oder in Kombination mit situationsabhéngigen weiteren Faktoren zu einer
Transmission eines Erregers geflihrt haben. Wie bereits formuliert, ist durch die retro-

spektive Analyse ein genauer Nachweis des Transmissionsweges kaum zu erbringen.

Die quartalsweise und quartalstibergreifende Analyse der Cluster auf die Mdglichkeit
von Transmissionen zeigt, dass diese in keinem Fall vollstandig ausgeschlossen werden
konnte. Hierbei sei angemerkt, dass die Frage der Transmissionen mdglicherweise auch
mit Hilfe eines whole genome sequencing entgiltig geklart werden kdnnte, weil diese
Methode eine noch feinere Darstellung von Unterschieden erlaubt, die mit Hilfe der rep-
PCR nicht erreicht wird. Fir Enterokokken wurde dieses Verfahren bereits im Rahmen

einiger Studien angewendet (Howden et al., 2013; Sciencedirect, 2015; Zischka et al.,
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2015). Als Limitationen dieses Verfahrens sind die Kosten pro Probe, sowie die
Geschwindigkeit und die Verfugbarkeit zu nennen (Human Genomics, 2015).

Dennoch besteht weiterhin theoretisch die Mdglichkeit, dass es sich bei den analysierten
Isolaten um endemische im Patienteneinzugsgebiet des KMV vorkommende Stamme
handeln kénnte (Cluster aus endemisch zirkulierenden Stammen mit hoher Homologie
ohne Einfluss von Transmissionen).

Um dieser Vermutung nachzugehen, wurden, unter besonderer Berlcksichtigung der
Herkunftsorte der Isolate, weitere Typisierungen durchgefuhrt. Die Ergebnisse sind in
Abschnitt 3.1.3.4 und 3.1.3.5 dargestellt. Sie zeigen einerseits, dass sich Homologien =
98 % zwischen den Isolaten verschiedener Kliniken nicht finden lassen, andererseits
jedoch, dass es durchaus Cluster innerhalb der entsprechenden Kliniken gibt.

Somit handelt es sich um klinikabhangige Cluster mit Hinweisen auf Ubertragungen.
Folglich muss die These von maoglicherweise endemischen vorkommenden Isolaten

(RKI, 2013) vor dem Hintergrund dieser Ergebnisse kritisch hinterfragt werden.

4.1.2.2 Praventive Mallnahmen zur Verhinderung von Transmissionen

In Zeiten einer weltweit, genau wie auf bundeslandebene steigenden VRE-Pravalenz
sind praventive Mal3nahmen zur Verhinderung von Transmissionen entscheidend (siehe
Abschnitt 4.1.1). lhre Bedeutung wird durch steigende VRE, MRSA und ESBL Ko-
Kolonisationen und Ko-Infektionen unterstrichen (Meyer et al., 2011).

Laut Mutters et al. sind mittlerweile Risikofaktoren fur eine VRE-Kolonisation identifiziert
worden. Dies sind neben der Verwendung von Antibiotika bei der Therapie als wichtig-
stem Risikofaktor, besonders vorherige Krankenhausaufenthalte, Durchfall, Immunsup-
pression, Intubation bzw. invasive Beatmung, sowie Hamodialyse (Mutters et al., 2013).
Dennoch gibt es verschiedene Faktoren und Maflinahmen, welche die Transmission
erschweren bzw. verhindern kénnen. Die Anwendung dieser MalRnahmen sollte dabei
situationsabhangig erfolgen. AulRerdem sollte die Anwendung von Hygienemal3hahmen
immer im Hinblick auf die jeweilige krankenhausspezifische VRE-Rate erfolgen
(Tacconelli et al., 2004; Mutters et al., 2013).

Konsequente Handedesinfektion, Oberflachendesinfektion von patientennahen Flachen,
Toilettendesinfektion (Durchfihrung evtl. durch den Patient selbst), Waschraum- und

Badezimmerdesinfektion sind neben der Benutzung von dem Patienten zugeordneten
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Pflegeequipment nur einige der MalRnahmen, welche VRE-Kolonisationen von anderen
Patienten erschweren konnen (Mutters et al., 2013). Hier gilt die Handedesinfektion als
besonders wichtig, da die meisten Ubertragungen durch kontaminierte Hande verur-
sacht werden (Von Baum et al., 2006; Vonberg et al., 2007).

Eine zusatzliche konsequente Benutzung von Handschuhen bzw. Schutzkitteln seitens
des Pflegepersonals, sowie der Arzte, kann beim Kontakt mit dem Patienten bzw.
potentiell infektibsem Patientenmaterial fur zuséatzliche Sicherheit sorgen (Von Baum et
al., 2006; Mutters und Frank, 2013; Mutters et al., 2013).

Im Speziellen kann die Verwendung von Schutzkitteln auch zur erfolgreichen Verhinde-
rung der Kontamination der entsprechenden Bereichskleidung beitragen und dement-
sprechend insbesondere bei VRE-Ausbrichen angewandt werden (Boyce et al., 1994;
Vonberg et al.,, 2007). Zudem verbessert dies die Compliance gegeniber anderen
Hygienemal3nahmen (Slaughter et al., 1996; Vonberg et al., 2007).

Einzelzimmer fur betroffene Patienten mit eigener Toilette werden empfohlen (Byers et
al., 2001; Vonberg et al., 2007) und kdnnen zugleich die Compliance fur andere Hygie-
nemal3nahmen erhdéhen (Jochimsen et al.,, 1999; Vonberg et al., 2007). Allerdings ist
hierbei zum einen der 6konomische Effekt auf das Krankenhaus laut Mutters et al.
(Mutters et al., 2013) und zum anderen der negative psychische Effekt (Mackenzie und
Edwards, 1997; Jones, 2010; Mozzillo et al., 2010; Mutters et al., 2013) durch Stigmati-
sierung wie er in Fallen von MRSA positiven Patienten beschrieben worden ist, zu be-
riicksichtigen. Arbeiten zur Untersuchung dieses psychischen Effekts bei VRE-positiven
Patienten sind noch nicht erschienen, dennoch sollte die Isolation des Patienten im Ein-
zelzimmer zum Schutz anderer Patienten immer gut Uberlegt und dem Patienten ver-
standlich vermittelt werden. Auf einer Intensivstation mit fast ausschlie3lich Einzelzim-
mern wie am KMV kommt dieser Uberlegung eine geringere Bedeutung zu als auf
Normalstation.

Zum Schutz nicht besiedelter Patienten ist die Durchflihrung einer Oberflachendesin-
fektion empfehlenswert, um die Transmissionswahrscheinlichkeit besonders bei gleich-
zeitiger Versorgung eines VRE-positiven Patienten in diesem Zimmer zu verringern
(Bonten et al., 1996; Martinez et al., 2003; Hayden et al., 2006; Von Baum et al., 2006;
Vonberg et al., 2007).
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Im Rahmen eines plétzlichen Anstiegs der Anzahl von VRE-Nachweisen sollte eine
Intensivierung der oben genannten Malinahmen, eine Analyse von Verbreitungswegen
des Erregers, sowie eine Konservierung der entsprechenden Isolate fur mdgliche
weitere Analysen erfolgen. Zusétzlich erscheint ein konsequentes Screening aller
Patienten der entsprechenden Station zur Aufdeckung unbekannter Trager als sinnvoll
(Vonberg et al., 2007), denn es sind oft noch weitere VRE-Nachweise zu erwarten
(Boyce et al., 1994; Vonberg et al., 2007).

Ob ein generelles Screening von Patienten durchgefuhrt wird, sollte in jeder Einrichtung
individuell entschieden werden. Fir das KMV erscheinen Screeningmalinahmen in
Risikobereichen (Intensivstation) bei einer VRE-Pravalenz von 23,5 % als sinnvoll und
sollten weiterhin konsequent durchgefuhrt werden. Ein Vorteil eines regelmafligen
Screenings inklusive Aufnahmescreening liegt in der definitiven Moglichkeit der Unter-
scheidung zwischen mitgebrachter und erworbener Kolonisation und der schnelleren
Erkennung von Ausbrichen (siehe Diskussion 4.1.2.1). Laut einer Arbeit von Gastmeier
et al. ist das Verhaltnis von Patienten, die auf der Intensivstation einen VRE erwarben,
im Vergleich zu den Patienten, welche bereits bei Aufnahme kolonisiert waren, fast
gleich (Gastmeier et al., 2014). Diese Annahme kdnnte nach den Ergebnissen dieser
Arbeit auch fir das KMV gelten. Besonders in Gebieten mit hoher VRE-Pravalenz
kénnte ein Screening sinnvoll sein (Mutters et al., 2013). Als limitierender Faktor von
Screeningmal3nahmen sind hierbei die Kosten, sowie die verfigbaren Methoden zu
nennen. Dennoch gibt es auch Kliniken, welche kein generelles VRE-Screening
durchfiihren und trotzdem keinen Anstieg der VRE-Haufigkeit in Blutkulturen beobachtet
haben (Mutters et al., 2013).

4.2 Linezolid-resistente Enterokokken am KMV

In einem weiteren Teil der Arbeit wurde die Haufigkeit und der Resistenzmechanismus
Linezolid-resistenter Enterokokken am KMV untersucht (siehe Abschnitt 3.2).

Momentan sind zwei héufige Mechanismen beschrieben, durch welche Enterokokken
Linezolidresistenz erlangen kdnnen (siehe Abschnitt 1.2.4; Liu et al., 2013; Patel et al.,
2013; Sanchez-Diaz et al., 2014).

Die G2576T Mutation in einem oder mehreren der insgesamt sechs Allele ist dabei der

haufigste Mechanismus. Neben ihr sind noch weitere Mutationen in der DNS fur die
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Domane V der 23S RNA im Zusammenhang mit Linezolidresistenz beschrieben worden
(Diaz et al., 2012; Long und Vester, 2012).

Die These, ob ein mutiertes Allel zum Erwerb einer Linezolidresistenz ausreicht, ist
umstritten. Laut Marshall et al. reicht bereits die Mutation eines Allels aus, des Weiteren
vermittelt eine Zunahme des Anteils der mutierten Allele eine héhere MHK (Marshall et
al., 2002; Sanchez-Diaz et al., 2014). Andere Arbeiten vermuten, dass mehrere Allele
mutiert sein missen, um Linezolidresistenz zu vermitteln (Bourdon et al., 2011a; Patel et
al., 2013). Bezugnehmend auf die bendtigte Anzahl mutierter Allele sollte hierbei
angemerkt werden, dass insbesondere unter dem starken Selektionsdruck einer
entsprechenden Therapie mit Linezolid theoretisch ein mutiertes Allel bereits
ausreichend sein konnte.

Aktuelle Arbeiten beschreiben zudem noch Mutationen der ribosomalen Proteine L3, L4,
L22 in Verbindung mit Linezolidresistenz bzw. mit einer verminderten Linezolid-
empfindlichkeit (Diaz et al., 2012; Long und Vester, 2012; Patel et al., 2013; Mendes et
al., 2014). Eine Ubertragbarkeit dieser Resistenzmechanismen konnte bis jetzt noch
nicht nachgewiesen werden (Diaz et al., 2012).

Weitere Moglichkeiten der Vermittlung von Linezolidresistenz sind noch nicht im Detalil
bekannt, dennoch beschreiben einige Arbeiten Linezolid-resistente cfr-negative Entero-
kokken bzw. Staphylokokken, welche keine Mutationen in der DNS fur die Domane V
der 23S RNA oder fir die ribosomalen Proteine L3, L4, L22 aufweisen (Quiles-Melero et
al., 2013; Wang et al., 2014).

Hierdurch wird deutlich, dass es noch weitere Mechanismen geben muss.

Die durchgefuhrten Experimente wiesen bei allen Isolaten Mutationen der DNS fur die
Domane V der 23S RNA, sowie Abwesenheit des cfr-Gens nach (siehe Abschnitt 3.2.2).
Eine quantitative Analyse, wie viele der sechs Allele des Isolates mutiert waren, erfolgte
nicht. Jedoch kann durch die hohen Linezolid-MHKs (siehe Abschnitt 3.2.1) vermutet
werden, dass wahrscheinlich mehrere Allele mutiert sind oder die entsprechenden
Isolate noch weitere momentan noch unbekannte Resistenzmechanismen neben der

G2576T-Mutation aufweisen, welche eine hohe Linezolidresistenz bewirken.
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Das RKI berichtete im Jahr 2013 Uber steigende Einsendezahlen Linezolid-resistenter
Enterokokken und stellte die Vermutung eines mdglichen Zusammenhangs mit dem
steigenden klinischen Einsatz von Linezolid auf (RKI, 2013).

Auch am KMV konnte man im Vergleich 2007 und 2013 eine Zunahme Linezolid-
resistenter Enterokokken in Urinkulturen nachweisen. Obwohl der prozentuale Anteil
weiter unter 1 % liegt, hat sich die Anzahl mehr als verdreifacht. In Blutkulturen kam es
bei gleichbleibender Anzahl zu einer Reduktion des prozentualen Anteils durch den
vermehrten Nachweis von sensiblen Isolaten. Beide Entwicklungen (siehe Tab. 23)
muissen vor dem Hintergrund eines steigenden diagnostischen Aufwands am KMV
gesehen werden, mit einer Zunahme der untersuchten Blutkulturflaschen um 113,16 %
(siehe Abschnitt 4.1.2) und der analysierten Urinproben um 49,9 % (Vergleich von 2007
und 2013). Somit befindet sich die Entwicklung am KMV im Einklang mit dem oben
genannten Trend.

Tab. 23: Anzahl von Enterokokken bzw. von Linezolid-resistenten Enterkokken in Blut-
und Urinkulturen im Vergleich des Jahres 2007 mit dem Jahr 2013.

Blutkultur Urinkultur
2007 2013 2007 2013
Anzahl | Davon Anzahl | Davon Anzahl | Davon Anzahl | Davon
resistent resistent resistent resistent
E. faecium | 16 0 (0 %) 89 1(1,1%) | 244 2 (0,8 %) 208 7 (3,4 %)
E. faecalis | 16 1(6,2%) |41 0 (0 %) 35 0 (0 %) 396 0 (0 %)
Gesamt 32 1(3,1%) | 130 1(0,6 %) | 279 2 (0,007 %) | 604 7 (0,012 %)

Die Vermutung des RKI lasst sich anhand der Linezolidverbrauchszahlen am KMV
bestatigen, da der Linezolidverbrauch nach Auskunft der Apotheke des Klinikums im
Zeitraum 2010-2013 um 100 % zugenommen hat. Im Vergleich 2013 mit dem Vorjahr
lie® sich dabei eine Zunahme um 34,9 % beobachten. Somit lasst sich eine Korrelation
vermuten.

Unterstrichen wird diese Annahme dadurch, dass Arbeiten im Bezug auf die Induktion
der Linezolidresistenz ein relativ homogenes Bild beschreiben und daneben das bereits
eine kurze Linezolidexposition schon als ausreichend fir die Entwicklung einer
Linezolidresistenz mittels G2576T-Mutation erscheint (Afsar et al., 2012; Ntokou et al.,

2012; Sanchez-Diaz et al., 2014). In einem Fall reichte eine 9 tagige Behandlung mit
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Linezolid (Sanchez-Diaz et al., 2014), in einem anderen eine 3 tagige aus (Afsar et al.,
2012).

Die im Rahmen dieser Arbeit generierten Daten unterstiitzen die oben diskutierten
Thesen, besonders da alle untersuchten Isolate, die vermutlich durch Linezolidgabe und
den resultierenden hohen Selektionsdruck entstandene Mutation in der DNS fir die
Domane V der 23S RNA aufwiesen und bei keinem lIsolat das cfr-Gen nachgewiesen
werden konnte.

Es war leider nicht mdglich zu Gberprufen, ob und wenn ja, wie lange die entspre-
chenden Patienten Linezolid erhalten haben. Dennoch kénnte der steigende Linezoli-
dverbrauch am KMV nach Auskunft der Apotheke des Klinikums ein indirekter Hinweis
auf eine vermehrte Gabe von Linezolid sein.

In diesem Zusammenhang muss erwahnt werden, dass einige der Linezolid-resistenten
Isolate Vancomycin-sensibel sind. Ein méglicher Erklarungsversuch fir diese Resistenz-
konstellation ergibt sich durch die Kontraindikationen des Vancomycin (Niereninsuffizi-
enz). Es ist hierbei allgemein bekannt, dass in Zeiten einer alternden Gesellschaft mit
folglich physiologisch reduzierter Nierenfunktion und somit einer Kontraindikation fir den
Vancomycineinsatz, Linezolid als bevorzugtes Mittel, speziell in Kliniken mit chronisch
schwerstkranken Patienten als Patientenspektrum (Kardiologie, Onkologie, Hamatoon-
kologie, Anasthesiologie, Transplantationsmedizin) im direkten Vergleich unter den Re-
serveantibiotika angesehen werden konnte.

Dieses Patientenspektrum spiegelt sich besonders in der Verteilung der Linezolid-
resistenten Enterokokken am KMV wieder (siehe Abschnitt 3.2.1).

Jedoch gilt diese spezielle Indikation fir den Linezolideinsatz nicht fir alle Patienten. Oft
wird Linezolid auch zur Therapie einer VRE-Infektion eingesetzt, sodass eine Ein-
dammung der VRE-Haufigkeit vermutlich zu einer Reduktion des Linezolidverbrauchs in
diesem Zusammenhang und somit zur Vermeidung der Entstehung von Linezolid-
resistenzen bei Enterokokken filhren konnte. Umgekehrt stellt sich die Frage, ob durch
eine hohe VRE-Pravalenz bzw. vermehrten Einsatz von Vancomycin eine vermehrte
Gabe von Linezolid die logische Konsequenz ist.

Des Weiteren muss auch die Gefahr der Transmission dieser resistenten Bakterien,

insbesondere im Hinblick auf die Entstehung von resistenten endemisch auftretenden
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Enterokokkenstammen aufRerhalb des Krankenhauses in der Bevolkerung in Betracht
gezogen werden.

Folglich muss durch die oben genannten Zeiten bis zur Resistenzentwicklung, den
steigenden Einsatz von Linezolid, sowie die langen Uberlebenszeiten von Enterokokken
in der Umwelt (Klare et al., 2012b) die Frage nach der zukinftigen Entwicklung der
Haufigkeit Linezolid-resistenter Enterokokken, besonders im Hinblick auf evtl. nétige
Veranderungen oder Intensivierungen von HygienemaRnahmen, um eventuelle Uber-

tragungen zu verhindern, gestellt werden.

4.2.1 Molekulare Typisierung Linezolid-resistenter Enterokokken
Um der Frage nachzugehen, ob es Homologien zwischen den einzelnen Linezolid-

resistenten lIsolaten gibt und es somit zu Transmissionen zwischen Patienten gekom-
men sein konnte, erfolgte die molekulare Typisierung dieser Enterokokken in einem
weiteren Teil der Arbeit.

Besonders vor dem Hintergrund der Ergebnisse in Abschnitt 3.1.3.3 und dem
Aufkommen von ersten Berichten Uber ein gehauftes Auftreten Linezolid-resistenter
Enterokokkenisolate in einzelnen Krankenhausern (Ntokou et al.,, 2012; RKI, 2013;
Hegstad et al., 2014) besitzt diese Frage ein besonderes Gewicht. Eine Publikation un-
tersuchte bereits das Auftreten von Linezolid-resistenten Enterokokken mit identischem
genetischem Fingerabdruck in einem norwegischen Krankenhaus (Hegstad et al., 2014).
Durch die in Abschnitt 3.2.1 dargestellte Verteilung der Isolate auf bestimmte Kliniken
mit teilweise mehreren Isolaten pro Klinik musste dies als moglich erachtet werden,
besonders nach Analyse des Resistenzmechanismus der einzelnen Isolate mittels PCR
(G2576T), welcher als nicht Ubertragbar gilt (Diaz et al., 2012).

Die Ergebnisse der molekularen Typisierung mittels Diversilab sind in Anschnitt 3.2.3
dargestellt und legen die Vermutung nahe, dass Transmissionen Linezolid-resistenter
Enterokokken zwischen Patienten nicht stattgefunden haben.

Dennoch kommt der Frage nach Transmissionen, unter Beriicksichtigung der langen
Uberlebenszeiten von Enterokokken in der Umwelt, besonders auch auf unbelebten
Oberflachen (Klare et al., 2012b; Wendt et al., 1998) und laut einem Experiment von
Noskin et al. bzw. Wade et al. mit Uberlebenszeiten von bis zu 30 min auf den Handen

freiwilliger Probanden (Wade et al., 1991; Noskin et al., 1995), eine wichtige Bedeutung
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zu. Im Besonderen unter Beachtung der eingeschrankten Therapiemdglichkeiten von
Linezolid-resistenten und evtl. noch zusatzliche Vancomycin-resistenten Enterokokken
(siehe Abschnitt 1.2.3, 1.2.4, Tab. 1; Klare et al., 2012b).

Dementsprechend sind bei Vorliegen eines resistenten Isolats, genau wie bei Vorliegen
von VRE HygienemalRnhahmen, als eine sehr sinnvolle Mdglichkeit zur Verhinderung von
Transmissionen Linezolid-resistenter Enterokokken anzusehen (siehe Abschnitt 4.1.3.2).
Ein anderer Ansatz zur Vermeidung Linezolid-resistenter Enterokokken ware der
sorgsame Einsatz von Linezolid nur in ausgewéhlten Fallen unter konsequenter
Berucksichtigung der Moglichkeit des schnellen Resistenzerwerbs unter entsprechender
Therapie (RKI, 2010).
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5. Zusammenfassung

Die Frage nach der molekularen Epidemiologie von multiresistenten Erregern gewinnt in
der heutigen Zeit zunehmend fiur alle beteiligten Seiten an Bedeutung, weil die klinik-
eigene Resistenzlage bei der Erstellung der Antibiotikarichtlinien Bertcksichtigung
finden sollte. Durch die Zunahme dieser resistenten Erreger und Patienten mit entspre-
chenden Risikofaktoren, riicken Methoden zur schnellen Diagnostik und Verhinderung

von Transmissionen mittels HygienemalRnahmen in den Fokus.

Im Jahr 2013 wurde an einem nordrhein-westfalischen Klinikum der Maximalversorgung
mit 1224 Betten das Vorkommen von VRE und Linezolid-resistenten Enterokokken unter
besonderer Berlcksichtigung des Resistenzmechanismus und des Genotyps unter-
sucht, sowie eine Genotypisierung bestimmter Isolate aus bestimmten Bereichen bzw.
aller Linezolid-resistenten Isolate durchgefihrt. Ziel war es, die zeitliche Entwicklung, die
Verteilung und das Verhaltnis der einzelnen Genotypen in unterschiedlichen Kliniken
zueinander, sowie im Verhaltnis zur Gesamtheit der Isolate zu untersuchen und
daneben durch molekulare Typisierung bestimmter Isolate die Epidemiologie bzw. die
Maoglichkeit von Transmissionen innerhalb einzelner Stationen (Intensivstation) und
zwischen verschiedenen Kliniken unter Zuhilfenahme des Krankenhausinformations-
systems zu analysieren.

Bei allen gesammelten und untersuchten VRE-Isolaten handelte es sich um Erstisolate
der jeweiligen Patienten, welche mit Hilfe einer Multiplex-PCR auf das Vorliegen des
vanA- und vanB-Gens untersucht wurden.

Dadurch konnten erstmals fur das KMV Genotyp-abhangige Verteilungshéaufigkeiten fir
Enterokokken ermittelt werden.

Es zeigte sich, dass es an bestimmten Kliniken zu mehr VRE-Erstnachweisen
gekommen ist und dass die Isolate dieser Kliniken (Klinik und Poliklinik fur
Anasthesiologie und Operative Intensivmedizin, Medizinische Kliniken und Polikliniken |
und II) sehr haufig von der entsprechenden Intensivstation stammten.

Die zur Untersuchung von moglichen Transmissionen durchgefuihrte molekulare
Typisierung wies mehrere Cluster nach, bei welchen Transmissionen in der retrospektiv
durchgefiihrten Analyse nicht restlos ausgeschlossen werden konnten. Die im Hinblick

auf endemisch vorkommende Stamme durchgefiihrte Typisierung von Isolaten einer
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weiteren raumlich getrennten Klinik (Medizinische Klinik und Poliklinik II1) lieferte einen
Hinweis dafir, dass es sich bei diesen Clustern sehr wahrscheinlich um klinikabhéangige
Cluster handeln kdnnte.

Die in einem weiteren Teil der Arbeit durchgefuhrte Analyse Linezolid-resistenter
Enterokokken im Hinblick auf die Hohe der MHK, die Verteilung und den Resistenz-
mechanismus fuhrte erstmals zu lokalen Informationen im Hinblick auf diese gegen das
erst vor kurzer Zeit erschienene Reserveantibiotikum resistenten Isolate. Es zeigte sich,
dass es vermutlich bei allen Isolaten unter Therapie zu einer Resistenzentwicklung
gekommen ist. Diese Vermutung wird durch die Ergebnisse der molekularen Typisierung
noch verstarkt.

Das intensive Monitoring der VRE-Rate mittels Screening in besonderen Risikobe-
reichen, die Multiplex-PCR im Hinblick auf die direkte, zuverlassige und schnelle
genetische Testung des Genotypen und evtl. die molekularer Typisierung kénnen somit
als gute Kombination empfohlen werden, um Hygienemangel bzw. Verbesserungsmaog-
lichkeiten im Hygienemanagement in bestimmten Bereichen zeitnah aufzudecken. In
Kombination mit einem konsequent durchgefihrten Eingangsscreening, sowie entspre-
chenden Hygienemalinhahmen kdnnten die im Rahmen dieser Arbeit generierten Daten,
sowie diskutierten Empfehlungen zu einer Reduktion der VRE-Rate bzw. Transmissions-

wahrscheinlichkeit fihren.
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6. Anhang
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Abb. 13: Plan der Intensivstation der Medizinischen Kliniken und Polikliniken | und II.
Bei ITC 001 — 014 handelt es sich um Einbettzimmer. IMC Il und Ill sind Vierbettzimmer
(IMC 11: BO5 - BO8 bzw. IMC 1lI: BO9 - 12).
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Abb. 14: E-Test eines Linezolid-resistenten Enterokokkenisolats.

-
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Abb. 15: E-Test eines Linezolid-sensiblen Enterokokkenisolats.
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Tab. 24: Im Rahmen der Dissertation untersuchte Enterokokkenisolate. Angegeben ist
die Nummer, die Resistenz gegen Vancomycin (Genotyp) bzw. Linezolid, sowie die
Enterokokkenart. Isolate, die zum Kontrollkollektiv der VanA/VanB-Multiplex-PCR
gehoren (siehe Abschnitt 3.1.2.1) sind mit einem K markiert.

Enterokokken Enterokokken
Nr. Vancomycin Linezolid -art Nr. Vancomycin Linezolid -art

1 VanB E. faecium 38 VanA E. faecium

2 VanB E. faecium 39 K VSE E. faecalis

3 VanB X E. faecium 40 VanA E. faecium

4 VanA E. faecium 41 VanB E. faecium

5 VanA E. faecium 42 VanB E. faecium

6 VanB E. faecium 43 VanA E. faecium

7 VanB E. faecium 44 VanB E. faecium

8 VanB E. faecium 45 VanB E. faecium

9 VanA E. faecium 46 VanB E. faecium
10 K VSE E. faecium 47 VanB E. faecium
11 VanB E. faecium 48 VanB E. faecium
12 VanB X E. faecium 49 VanA E. faecium
13 VanB E. faecium 50 VanB E. faecium
14 VanB E. faecium 51 VanA E. faecium
15 VanA E. faecium 52 VanA E. faecium
16 VanB E. faecium 53 VanA E. faecium
17 VanB E. faecium 54 VanA E. faecium
18 VanB E. faecium 55 VanA E. faecium
19 K VSE E. faecium 56 VanB E. faecium
20 VanB E. faecium 57 VanA E. faecium
21 VanA E. faecium 58 VanA E. faecium
22 VanA E. faecium 59 VanA E. faecium
23 VanA E. faecium 60 VanA E. faecium
24 VanA E. faecium 61 VanA E. faecium
25 VanB E. faecium 62 VanA E. faecium
26 VanB E. faecium 63 VanA E. faecium
27 VanB E. faecium 64 VanB E. faecium
28 VanB E. faecium 65 VanA E. faecium
29 VanB E. faecium 66 VanA X E. faecium
30 K VSE E. faecium 67 VanB E. faecium
31 VanB E. faecium 68 VanB E. faecium
32 K VSE E. faecalis 69 VanB E. faecium
33 VanB E. faecium 70 VanB E. faecium
34 VanB E. faecium 71 VanB E. faecium
35 VanB E. faecium 72 VanA E. faecium
36 VanA E. faecium 73 VanA E. faecium
37 VanB E. faecium 74 VanB E. faecium



87

Enterokokken Enterokokken
Nr. Vancomycin Linezolid -art Nr. Vancomycin Linezolid -art
75 VanB X E. faecium 117 VanA E. faecium
76 VanB E. faecium 118 VanB E. faecium
77 VanB E. faecium 119 VanB E. faecium
78 VanA E. faecium 120 VanB E. faecium
79 VanA E. faecium 121 VanB E. faecium
80 VanB E. faecium 122 VanB E. faecium
81 VanB E. faecium 123 VanB E. faecium
82 VanB E. faecium 124 VanB E. faecium
83 VanB E. faecium 125 VanA E. faecium
84 VanB E. faecium 126 VanB E. faecium
85 VanA E. faecium 127 VanA E. faecium
86 VanB E. faecium 128 VanB E. faecium
87 VanA E. faecium 129 VanA E. faecium
88 VanA E. faecium 130 VanA E. faecium
89 VanB E. faecium 131 VanB E. faecium
90 VanA E. faecium 132 VanB E. faecium
91 VanB E. faecium 133 VanA E. faecium
92 VanB E. faecium 134 VanB E. faecium
93 VanB E. faecium 135 VanB E. faecium
94 VanB E. faecium 136 VanA E. faecium
95 VanB E. faecium 137 VanA E. faecium
96 VanB E. faecium 138 VanB E. faecium
97 VanB E. faecium 139 VanB E. faecium
98 VanB E. faecium 140 VanB E. faecium
929 VanB E. faecium 141 VanB E. faecium
100 VanA E. faecium 142 VanB E. faecium
101 VanB E. faecium 143 VanB E. faecium
102 VanA E. faecium 144 VanA E. faecium
103 VanA E. faecium 145 VanA E. faecium
104 VanB E. faecium 146 VanA E. faecium
105 VanB E. faecalis 147 VanA E. faecium
106 VanB E. faecium 148 VanB E. faecium
107 VanB E. faecium 149 VanA E. faecium
108 K VSE E. faecalis 150 VanB E. faecium
109 VanB E. faecium 151 VanB E. faecium
110 VanA E. faecium 152 VanB E. faecium
111 VanA E. faecium 153 VanA E. faecium
112 VanB E. faecium 154 VanB E. faecium
113 VanB E. faecium 155 VanA E. faecium
114 VanA E. faecium 156 VanA E. faecium
115 VanB E. faecium 157 VanA E. faecium
116 VanB E. faecium 158 VanA E. faecium
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Enterokokken Enterokokken
Nr. Vancomycin Linezolid -art Nr. Vancomycin Linezolid -art
159 VanB E. faecium 201 VanB X E. faecium
160 VanB E. faecium 202 VanA X E. faecium
161 VanB E. faecium 203 VanA X E. faecium
162 VSE X E. faecium 204 VanA X E. faecium
163 VanB E. faecium 205 VanB X E. faecium
164 VanB E. faecium 206 VanA X E. faecium
165 VanA E. faecium 207 VSE X E. faecium
166 VanA E. faecium 208 K VSE E. faecium
167 VanB E. faecium 209 K VSE E. faecium
168 VanA E. faecium 210 K VSE E. faecium
169 VanA E. faecium 211 K VSE E. faecalis
170 VanB E. faecium 212 K VSE E. faecalis
171 VanA E. faecium 213 K VSE E. faecalis
172 VanB E. faecium 214 K VSE E. faecium
173 VanA E. faecium 215 K VSE E. faecalis
174 VanB E. faecium 216 K VSE E. faecalis
175 VanB E. faecium 217 K VSE E. faecium
176 VanA E. faecium 218 K VSE E. faecium
177 VanA E. faecium 219 K VSE E. faecium
178 VanA E. faecium 220 K VSE E. faecium
179 VanB E. faecium 221 K VSE E. faecalis
180 VanB E. faecium 222 K VSE E. faecium
181 VanB E. faecium 223 K VSE E. faecalis
182 VanB E. faecium 224 K VSE E. faecium
183 VanA E. faecium 225 K VSE E. faecium
184 VanA E. faecium 226 K VSE E. faecium
185 VanB E. faecium 227 K VSE E. faecium
186 VanA E. faecium 228 K VSE E. faecium
187 VanA E. faecium 229 K VSE E. faecalis
188 VanB E. faecium 230 K VSE E. faecium
189 VanA E. faecium 231 K VSE E. faecalis
190 VanA E. faecium 232 K VSE E. faecalis
191 VanB E. faecium 233 K VSE E. faecium
192 VanB E. faecium 234 K VSE E. faecium
193 VanB E. faecium 235 K VSE E. faecalis
194 VanB E. faecium 236 K VSE E. faecium
195 VanB E. faecium 237 K VSE E. faecium
196 VanA E. faecium 238 K VSE E. faecalis
197 VanB E. faecium 239 K VSE E. faecium
198 VanB E. faecium 240 K VSE E. faecium
199 VSE X E. faecium 241 K VSE E. faecium
200 VSE X E. faecalis 242 K VSE E. faecium
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Tab. 25: Zusatzliche Daten fur die quartalsibergreifende Clusteranalyse. Aufgelistet
sind die Clusternummer, die Patientennummer, Vorscreenings, das Datum der Ent-
nahme der positiven Probe, der Aufenthaltszeitraum im KMV (Aufenthalt davon auf der
Intensivstation der Medizinischen Kliniken und Polikliniken | und 1l) und die Zimmer-
nummer auf der Intensivstation von fraglichen Isolate mit einer Homologie = 98 % (siehe
Abb. 8A, sowie Abschnitt 3.1.3.2 und 3.1.3.3) als Ergédnzung zu Tab. 20. Die ange-
gebene Clusternummer bezieht sich auf Abb. 8A. In Fett markiert ist das Zimmer, in dem
die positive Probe entnommen wurde. pos.=positiv, neg.=negativ.

Clus- | Patient- Vorscreening Datum der | Aufenthaltim KMV | Zimmernummer auf der
ternr. | ennr. pos. Probe | (davon Aufenthalt | Intensivstation (Zeitraum)
auf der
Intensivstation)
3 53 Kein Vorbefund 04.02.13 18.01.-06.02.13 IMC Il BO5 (22.01-24.01.13)
(22.01.-06.02.13) ITC 006 (24.01.-06.02.13)
4 66 Kein Vorbefund 01.02.13 23.01.-08.03.13 IMC Il B12 (23.-27.01.13)
(23.-27.01.13; IMC 11 BO8 (28.01.-07.02.13)
28.01.-15.02.13; ITC 004 (07.-08.02.13)
19.-28.02.13; 05.- | IMC Il BO8 (08.-15.02.13)
08.03.13) ITC 012 (19.-28.02.13)
ITC 003 (05.-08.03.13)
5 138 Kein Vorbefund 01.12.13 Voraufenthalt im ITC 008 (1.-15.10.13)
KMV:10.-23.10.13 | IMC 11 B10 (01.-03.12.13)
(10.-15.10.13);
01.-09.12.13 (01.-
03.12.13)
86 29.04.13 neg. fur 13.05.13 17.04.-19.07.13 IMC Il BO7 (17.-19.04.13)
VRE (17.04.-12.07.13) IMC 1ll B11 (19.04.-13.05.13)
ITC 012 (13.05.-12.07.13)
6 93 Kein Vorbefund 24.06.13 10.06.-18.08.13 IMC 11 BO5 (14.06.13)
(14.06.-15.08.13) IMC 111 B12 (14.-30.06.13)
ITC 010 (30.06.-05.07.13)
ITC 001 (05.07.-15.08.13)
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