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Einleitung

1 Einleitung

1.1 Die Gattung Enterococcus

1.1.1 Taxonomie

Enterokokken gehoéren zur Ordnung der Lactobacillales und Familie der
Enterococcoceae, zu welchen auch die Genera Melissococcus, Tetragenococ-
cus und Vagococcus gezahlt werden (Ludwig et al., 2009) (vergleiche Abbildung
1). Erstmals im Jahre 1899 von Thiercelin beschrieben, wurden sie aufgrund des
Vorkommens von Lipoteichonséure in der Zellwand zunéachst der Gruppe D der
Streptokokken nach Lancefield zugeordnet (Thiercelin, 1899; Teixeira et al.,
2011). Unter dem Namen Micrococcus zymogenes beschrieben MacCallum und
Hastings 1898 erstmals eine Enterokokken-Endokarditis (MacCallum und Has-
tings, 1899). 1984 konnte durch Schleifer und Kilpper-Bélz gezeigt werden, dass
es sich bei den Enterokokken um ein eigenstandiges Genus handelt. Analysen
der 16sRNA bestéatigten, dass die als Streptococcus faecalis und Streptococcus
faecium bezeichneten Bakterien genetisch von den Streptokokken verschieden
waren (Schleifer und Kilpper-Bélz, 1984; Devriese et al., 2006; Ludwig et al.,
2009). Heute ist bekannt, dass nur etwa 80 % der Enterokokken das D-Antigen

nach Lancefield besitzen (Teixeira et al., 2011).
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Abbildung 1: Phylogenetische Eingruppierung der Gattung Enterococcus
(Ludwig et al., 2009).
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1.1.2 Eigenschaften und Vorkommen

Enterokokken sind Gram-positive Kokken, die einzeln, als Diplokokken oder Ket-
tenkokken auftreten kdnnen. Nach 24-stindiger Bebrutung auf Blutagar weisen
die Kolonien einen Durchmesser von 1-2 mm auf. Ihr Wachstum ist fakultativ
anaerob. Sie setzen Glucose zu Lactat um. Die optimale Wachstumstemperatur
von Enterokokken liegt bei 35 °C-37 °C, sie kdnnen jedoch bei Temperaturen
zwischen 10 °C und 45 °C uberleben. Auch kdnnen sie sich in einem breiten pH-
Bereich von pH 4,6-9,6 (Optimum pH 7,5) vermehren. Enterokokken sind au-
Berst widerstandsfahig gegentuber Umwelteinflissen, wie zum Beispiel hohen
Salz- oder Gallekonzentrationen. Sie kénnen in 6,5-prozentiger NaCl- oder 40-
prozentiger Galle-Losung uberdauern und unterscheiden sich unter anderem
dadurch von den Streptokokken. In Anwesenheit von Galle konnen sie Askulin
hydrolysieren (Sherman-Kriterien (Sherman, 1937)) (Teixeira et al., 2011). Die
meisten Enterokokken sind nicht beweglich sowie Katalase- und Cytochromoxi-
dase-negativ. Auf Blutagar zeigen sie a-, B- oder gar keine Hamolyse (Schleifer
und Kilpper-Balz, 1984; Murray, 1990; Teixeira et al., 2011).

Enterokokken treten in der Umwelt in Erde, Wasser, auf Pflanzen, Tieren und
Lebensmitteln auf (Murray, 1990; Devriese et al., 2006). Unter anderem stellen
Geflugel, Schweine, Pferde, Rinder, Ziegen und Wild ein Reservoir fir Entero-
kokken dar (Bates et al., 1993; Bonten et al., 2001; Mallon et al., 2002). Im Trink-
wasser gelten Enterokokken als Indikatorkeim fur fakale Kontamination und dir-
fen dort nicht nachgewiesen werden (TrinkwV 85, 2001).

Enterokokken gehdren zur Besiedlungsflora des menschlichen Darms, sie kon-
nen aber auch auf der Haut, in den Gallenwegen oder im Urogenitaltrakt vorkom-
men (Murray, 1990; Devriese et al., 2006). Aktuell sind mehr als 35 verschiedene
Enterokokkenspezies bekannt (Klare et al., 2012a). Wichtige Vertreter sind
E. faecalis, E. faecium, E. gallinarum, E. casseliflavus, E. durans und E. avium.
Die Pravalenz der verschiedenen Enterokokkenspezies scheint von Patient zu

Patient zu variieren und Einflissen wie zum Beispiel dem Alter (Bonten et al.,
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1996; Wendt et al., 1999) oder der Ernahrung (Teixeira et al., 2011) zu unterlie-
gen. Am haufigsten werden E. faecalis und E. faecium nachgewiesen und spielen

damit im klinischen Alltag die grof3te Rolle (Teixeira et al., 2011).

1.1.3 Virulenzfaktoren und klonale Struktur von Enterokokken

Enterokokken besitzen zwar nur eine geringe Virulenz (Kayser und Boéttger, 2005;
Arias und Murray, 2012), haben jedoch die Féahigkeit zur Adharenz an Nie-
renepithelien und Herzklappen (Schlievert et al., 1997; Arias und Murray, 2012).
So verursachen sie meist endogene Infektionen wie Sepsis, Meningitis, Peritoni-
tis und Endokarditis, am haufigsten jedoch (katheterassoziierte) Harnwegsinfek-
tionen (Murray, 1990). Das Virulenzpotential von E. faecalis ist dabei gro3er als
das von E. faecium (Werner et al., 2008). Da E. faecium jedoch vermehrt Gber
erworbene Resistenzen verfligt, wird seine Ausbreitung durch den Einsatz von
Antibiotika zunehmend begunstigt (Klare et al., 2003; Werner et al., 2008). Zu
den typischen Virulenzfaktoren von Enterokokken zahlen Adhéasine, Zytolysine,
Proteasen und Hyaluronidasen (Kayser und Béttger, 2005)

Mittels amplified fragment polymorphism (AFLP) konnten Enterokokken erstmals
auf phylogenetische Verwandtschaft untersucht werden. Dabei fand man, dass
E. faecium-Stadmme von hospitalisierten Patienten eine eigene Subpopulation ge-
genuber Stammen aus der Allgemeinbevolkerung und jenen von Nutztieren bil-
deten. Heute stellt das multilocus sequence typing (MLST) eine etablierte Me-
thode fur Populationsanalysen dar. Das MLST identifiziert Allele von DNA-Se-
quenzen von housekeeping-Genen. Uber den Nachweis spezifischer Allelkombi-
nationen konnten sogenannte ,Sequenztypen® ermittelt werden, die dann wiede-
rum klonalen Komplexen zugeordnet werden konnten. Die meisten in Deutsch-
land auftretenden hospital-assoziierten E. faecium-Stdmme gehdren dem klona-
len Komplex CC17 an. Der Sequenztyp ST17 ist dabei ,primarer Griander* (Wil-
lems et al., 2000; Feil et al., 2004; Ruiz-Garbajosa et al., 2006; Werner et al.,
2008). Der klonale Komplex CC17 zeichnet sich durch einige wiederkehrende
Eigenschaften aus. So besitzen Stamme dieses Komplexes neben dem charak-
teristischen MLST-Profil haufig eine Resistenz gegentber Ampicillin, eine high-

level-Resistenz gegeniber Fluorchinolonen und die Virulenzmarker esp
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(enterococcal surface protein) und hylesm (Hyaluronidase) (Rice et al., 2003; Wer-
ner et al., 2008). Wahrend Hyaluronidase zur Gewebsinvasion beitragt, spielt esp

unter anderem eine Rolle in der Biofilmbildung (Heikens et al., 2007).

Mittels moderner Software gelang die Darstellung phylogenetischer Verwandt-
schaft zwischen einzelnen klonalen Typen. Es konnten die Cluster A und B von-
einander abgegrenzt werden. Wéahrend E. faecium-Stamme des Clusters B in der
Regel von nicht-hospitalisierten Patienten stammten, gehdren zum Cluster A vor-
wiegend Isolate hospital-assoziierter Stamme und solche von Nutztieren. Durch
weitere Subgruppierung konnten die meisten epidemischen Isolate hospital-as-
soziierter Stamme dem Cluster A1 zugeordnet werden. Das Cluster A2 enthalt in
gemischter Form E. faecium-Stamme von Nutztieren und solche von sporadisch
auftretenden Infektionen beim Menschen (Werner et al., 2008; Lebreton et al.,
2013; Prieto et al., 2016) (vergleiche Abbildung 2).
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Abbildung 2: Phylogenetische Verwandtschaft zwischen E. faecium-Isola-
ten (Prieto et al., 2016).
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Fur E. faecalis werden am haufigsten die klonalen Komplexe CC2 und CC9 be-
schrieben (Ruiz-Garbajosa et al., 2006; European Center for Disease Prevention
Control, 2015). Etwa ein Drittel der E. faecalis-Stamme sezerniert das Toxin Ha-
molysin-Cytolysin (cyl), welches zur Lyse von Erythrozyten beitragt (Arias und
Murray, 2012). Im Tiermodell konnte gezeigt werden, dass cyl-positive Stamme

eine hohere Virulenz besitzen, als cyl-negative Mutanten (lke et al., 1984).

1.2 Enterokokken als Verursacher von Infektionen beim Men-

schen

1.2.1 Kolonisation und Infektionen durch Enterokokken beim Menschen

Enterokokken kdnnen beim Menschen als opportunistische Erreger eine Vielzahl
an Infektionen hervorrufen. Infektionen durch Enterokokken entstehen dabei
meist als endogene Infektionen aus einer intestinalen Besiedlung mit dem Erre-
ger. Am haufigsten verursachen Enterokokken komplizierte oder nosokomiale
Harnwegsinfekte. Weitere haufige Infektionsformen sind postoperative Wundin-
fektionen, Katheter-assoziierte Infektionen (zum Beispiel Venenkatheter), Endo-
karditis, abdominelle Infektionen (zum Beispiel Peritonitis nach operativen Ein-
griffen), Infektionen der Gallenwege und Fremdkérper-assoziierte Infektionen
nach Implantation. Uber diese Eintrittspforten kann es schlieRlich zur Bakteriamie
und Sepsis kommen (Murray, 1990).

Enterokokken werden fur etwa 20 % der Endokarditiden nativer Herzklappen und
6—7 % solcher nach prothetischem Klappenersatz verantwortlich gemacht (Tei-
xeira et al., 2011). Meist ist dabei das linke Herz befallen (Murray, 1990). In Kran-
kenh&ausern der USA stellen Enterokokken den zweithaufigsten Erreger von Ka-
theter-assoziierten Blutstrom-, Haut- und Weichteil- und Harnwegsinfektionen
dar (Hidron et al., 2008).

Enterale E. faecalis-Besiedlungen und -Infektionen treten mit 60-95 % im Allge-
meinen haufiger auf als solche mit E. faecium (5—-40 %). Die Resistenzbildung
scheint jedoch bei E. faecium eine gréf3ere Rolle zu spielen als bei E. faecalis.

Wahrend mehr als 50 % der E. faecalis-Isolate noch empfindlich gegentiber den
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wichtigsten Antibiotikaklassen sind, weisen E. faecium-Isolate wesentlich haufi-
ger Multiresistenzen (mit Beteiligung von mehr als funf Antibiotika) auf, darunter
auch haufiger Resistenzen vom van-Typ (Tendenz steigend) (Klare et al., 2012a).
Trotz geringerer Virulenz fuhrt E. faecium damit haufiger zu nosokomialen Aus-
briichen als E. faecalis (DiazGranados et al., 2005a; McNeil et al., 2006; Hidron
et al., 2008; Klare et al., 2012a). Weiterhin gehen durch E. faecium verursachte
Bakteriamien mit einer héheren Mortalitdt einher als durch E. faecalis verur-
sachte, und fihren zu langeren Verweildauern im Krankenhaus (Billington et al.,
2014).

Insgesamt ist der Anteil der E. faecium-Isolate im Vergleich zu E. faecalis in den
letzten Jahren in mitteleuropéischen Krankenhausern bedeutsam angestiegen:
9,3 % (1998) — 15,7 % (2001) — 24,4 % (2004) — 33,9 % (2007) — 41,4 %
(2010) (Klare et al., 2012a). Die bessere Adaptation von E. faecium im nosokomi-
alen Umfeld scheint erklarbar durch seine Fahigkeit, besser auf oxidativen Stress
reagieren zu konnen als E. faecalis. So verfugt E. faecium tber einen auf oxida-
tiven Stress und Antibiotika reagierenden Regulator (AsrR), der ihm besseres
Uberleben ermdéglicht (Lebreton et al., 2012). Als weiteren E. faecium-spezifi-
schen Faktor, welcher ebenfalls die erhdhte Virulenz einiger Stamme erklaren
konnte, wurde ptsD beschrieben. Dieses Gen kodiert fur einen Teil des Phos-
photransferasesystem der Mannose-Familie und wurde fast ausschlief3lich in in-
vasiven E. faecium-Isolaten nachgewiesen. In kolonisierenden Stamme kam das
Gen jedoch nicht vor. Untersuchungen isogener ptsD Mutanten im Mausmodell
zeigten, dass die Mutanten deutlich schlechter den Darm kolonisieren konnten
als die korrespondierenden Wildtyp-Stamme (Zhang et al., 2013).

1.2.2 Enterokokken als Erreger nosokomialer Infektionen

Etwa 500.000 nosokomiale Infektionen werden pro Jahr in Deutschland gezahlt
(Gastmeier und Fatkenheuer, 2015). Die hochste Inzidenz solcher nosokomialen
Infektionen findet sich auf Intensivstationen (NRZ, 2016). In den letzten drei Jahr-
zehnten traten Enterokokken immer haufiger als Erreger nosokomialer Infektio-

nen auf. Nach E. coli (18 %) stellen Enterokokken (13,2 %) aktuell den zweith&au-

10



Einleitung

figsten Erreger nosokomialer Infektionen in Deutschland dar, gefolgt von S. au-
reus (13,1 %) und C. difficile (8,1 %) (Behnke et al., 2013; NRZ, 2016). Barwolff
und Grundmann beschrieben Enterokokken als die Erreger mit dem hdchsten

Ubertragungspotential im nosokomialen Bereich (Grundmann et al., 2005).

Multiresistente Erreger stellen einen wesentlichen Anteil der Erreger nosokomia-
ler Infektionen. Im Jahr 2013 gingen etwa 30.000 (6 %) von ihnen auf MRSA,
VRE und multiresistente Formen von E. coli, K. pneumoniae und P. aeruginosa
zurlck (Gastmeier und Fatkenheuer, 2015). Eine wesentliche Ursache fir die
wachsende Zahl nosokomialer Infektionen durch multiresistente Erreger ist der
stetig steigende Einsatz von Antibiotika. Am haufigsten werden Zweitgenerati-
ons-Cephalosporine (15,1 %), Fluorchinolone (13,8 %), Penicillin + B-Laktamase-
Inhibitor (12,5 %), Drittgenerations-Cephalosporine (10,4 %) und Carbapeneme
(5,9 %) verwendet. Eine der Hauptursachen fur den Einsatz von Zweitgenerati-
ons-Cephalosporinen spielt dabei die perioperative Prophylaxe (Behnke et al.,
2013).

Heute werden rund 4.000 (14 %) aller erfassten nosokomialen Infektionen durch
Vancomycin-resistente Enterokokken verursacht (Gastmeier und Féatkenheuer,
2015; NRZ, 2016). Laut Daten des RKI ist der Anteil nosokomialer Enterokokken-
Infektionen inklusive VRE in Deutschland in den letzten Jahren von 3,9 %
(2007/08), uber 4,2 % (2009/10) und 6,6 % (2011/12), bis 7,2 % (2013/14) ange-
stiegen (Robert-Koch-Institut, 2016). Infektionen durch Vancomycin-resistente
Enterokokken gehen dabei verglichen mit Infektionen durch Vancomycin-sen-
sible Enterokokken mit einer Zunahme der Mortalitdt (DiazGranados et al.,
2005a; McNeil et al., 2006; Prematunge et al., 2016) und der Verlangerung von
Krankenhausaufenthalten (McNeil et al., 2006; Butler et al., 2010; Almyroudis et
al., 2011) einher.

1.2.3 Empfindlichkeit von Enterokokken gegentber von Antibiotika

Von Resistenz gegenuber einem Antibiotikum spricht man, wenn die Minimale
Hemmkonzentration (MHK) eines Erregers oberhalb eines Schwellenwerts liegt,

ab welchem trotz ausreichend hoher Dosierung ein klinischer Effekt nicht sicher

11
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erzielt wird. Hierbei werden intrinsische (nattrliche) und extrinsische (erworbene)
Resistenzen unterschieden. Von intrinsischer Resistenz spricht man, wenn diese
als stabile genetische, haufig chromosomal kodierte Eigenschaft vorliegt, die alle
Vertreter einer Spezies gemeinsam haben (zum Beispiel Cephalosporinresistenz
bei Listeria monocytogenes). Extrinsische Resistenzen werden von Bakterien
durch Veranderungen (Mutation) (zum Beispiel Resistenz gegenuber Chinolonen
bei E. coli durch Mutationen im Gyrase-kodierenden Gen gyr) oder Aufnahme
von neuem genetischen Material erworben (zum Beispiel Aufnahme plasmidko-

dierter Resistenzmarker) (Rice et al., 1998).

Virulente Enterokokken zeichnen sich gegeniber einfachen kommensalen Isola-
ten haufig durch erworbene Resistenzen aus. Diese ermdglichen es ihnen, langer
als gewohnlich in der Umwelt oder im Wirtsorganismus zu tberleben (Shankar et
al., 2002). Allen Enterokokken ist eine intrinsische Resistenz gegenuber -
Laktam-Antibiotika (alle Cephalosporine, semisynthische Penicilline wie Oxacil-
lin, Flucloxacillin, Monobactame wie Aztreonam) gemein, da sie nur eine geringe
Affinitat fir das Penicillin-bindenden Protein, insbesondere PBP5, besitzen. Die-
ses liegt meist Uberproduziert und in modifizierter Form vor (Fontana et al., 1996).
In seltenen Fallen sind Enterokokken auch in der Lage, B-Laktamasen zu produ-
zieren. Die Ampicillin-Resistenz von E. faecium hat aufgrund der Verbreitung von
CC17-Stammen in den letzten Jahren stark zugenommen. So sind nahezu alle
klinischen E. faecium-Isolate Ampicillin-resistent. Die PEG-Studie von 2007 wies
unter E. faecium-Isolaten eine Ampicillin-Resistenzrate von 87,6 % nach, wah-
rend diese bei E. faecalis nur 1,6 % betrug (Klare et al., 2012a; European Center

for Disease Prevention Control, 2015).

Extrinsische Resistenzen kdnnen bei Enterokokken gegen Ampicillin, Makrolide,
Fluorchinolone, Tetrazykline, Chloramphenicol, Streptogramine, Glykopeptide
und Oxazolidonone vorliegen. Des Weiteren sind high-level-Resistenzen gegen
Aminoglykoside beschrieben. Resistenzen gegeniber Streptograminen und Gly-
kopeptiden werden haufiger bei E. faecium beobachtet (Werner, 2003; Werner et
al., 2008) (vergleiche Tabelle 1).
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Tabelle 1: Ubersicht Giber natiirliche und erworbene Antibiotikaresistenzen
bei Enterokokken (Werner et al., 2008).

Naturliche (intrinsische) Resisten-
zen

Erworbene (extrinsische) Resisten-
zen

Cephalosporine

Ampicillin (meist E. faecium)

Semisynthetische Penicilline

Makrolide

Monobactame

Aminoglykoside (high-level)

Polymixine

Chloramphenicol

Lincosamide (E. faecalis)

Fluorchinolone

Streptogramine (z. B. Quinupristin/
Dalfopristin ; nur E. faecalis)

Streptogramine (z. B. Quinupristin/
Dalfopristin ; bei E. faecium)

Aminoglykoside (low level)

Tetracycline

Mupirocin (nur E. faecalis)

Glykopeptide (meist E. faecium)

Vancomycin (low-level-Resistenzen
in E. gallinarum und E. casseliflavus)

Oxazolidinone (Linezolid)

Trimethoprim/Sulfamethoxazol

Lipopeptide (Daptomycin)

Vancomycin-resistente Enterokokken (VRE) wurden erstmals 1986 bei Patienten
in Frankreich und England beschrieben (Leclercq et al., 1988; Uttley et al., 1988).
Seitdem sind die Zahlen positiver VRE-Nachweise weltweit angestiegen. Bei der
Betrachtung dieses Anstieges muss jedoch auch die allgemeine Zunahme der
Screeninguntersuchungen bericksichtigt werden (Mutters und Frank, 2013). Be-
sonders schnell verbreiteten sich VRE in Krankenhausern in den USA. Dort wur-
den sie erstmals 1989 beobachtet (Centers for Disease Prevention Control,
1993). Der Anteil von VRE an allen Enterokokkenisolaten in der Mitte der 1990er
betrug in den USA bereits mehr als 25 % (National Nosocomial Infections Sur-
veillance, 2001), 2010 waren dort 87 % der E. faecium-Stamme nosokomialer
Infektionen Vancomycin-resistent (Edelsberg et al., 2014). Der erste Ausbruch

von VRE in einem deutschen Krankenhaus wurde 1996 beschrieben (Reinhardt
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et al., 1996). Heute sind die Resistenzraten von Enterokokken weltweit und auch
europaweit stark variabel. Wahrend in Landern wie Estland, Finnland, Island und
Malta im Jahre 2014 keine resistenten E. faecium-Isolate auftraten, wiesen im
selben Jahr in Irland 45,1 % der E. faecium-Isolate eine solche Resistenz auf
(European Center for Disease Prevention Control, 2015). In Deutschland waren
im Jahr 2015 10,2 % der E. faecium-Stamme resistent gegeniber Vancomycin.
Im Jahr 2016 betrug die Pravalenz von Vancomycin-resistenten E. faecium-Iso-
laten in Europa 12,2 %, fur Vancomycin-resistente E. faecalis nur 0,1 % (Euro-
pean Center for Disease Prevention Control, 2015; European Centre for Disease
Prevention Control, 2017).

Die europadische EARS-Net-Studie (European Antimicrobial Resistance Sur-
veillance Network) dokumentiert fir die Vancomycin-Resistenz bei E. faecium-
Blutkulturisolaten in Deutschland Haufigkeiten tber 10 % (2012: 16,2 %; 2013:
14,5 %) (Robert-Koch-Institut, 2015). 2012 hatte Deutschland im europaischen
Vergleich mit 16,2 % eine der héchsten Raten an VRE im Bereich der Blutstrom-
Infektionen. Nur Irland und Portugal zeigten mit 44,0 % und 23,3 % hdhere Raten,
wahrend in Landern wie Danemark und den Niederlanden 2012 die Anteile der
VRE-Isolate zwischen 0 und 2% lagen (European Centre for Disease Prevention
Control, 2016). Von 2007 bis 2012 lasst sich ein Anstieg der VRE-Isolate unter
den Blutstrominfektionen von 4,91 % auf 12,99 % verzeichnen, bei den postope-
rativen Wundinfektionen von 0,87 % auf 4,58 % (Gastmeier et al., 2014).

Die rasante Verbreitung von VRE hangt vor allem mit dem massiven Einsatz von
Antibiotika — im Speziellen Vancomycin - in der Tierzucht aber auch in der Hu-
manmedizin zusammen. Als weiterer Faktor spielt die Ubertragung von (Haus-)
Tieren eine Rolle. Besonders Schweine- und Huhnerfleisch stehen im Verdacht,

als Ubertragungsreservoir zu dienen (Bates et al., 1994).

Als eine Ursache fur die rasante Verbreitung von VRE geriet der Einsatz von
Avoparcin in der Tierhaltung in Verdacht (Klare et al., 1995; McDonald, 1997).
Avoparcin ist ein Glykopeptid-Antibiotikum, das in Europa von 1975 bis 1996 als
Futterersatzstoff zugelassen war (Hammerum et al., 2010). Es wurde vor allem

in der Mast von Geflugel, Schwein, Kalbern und Rind eingesetzt (BgVV, 1996).
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Die Substanz ist in der Lage, Glykopeptid-resistente Enterokokken zu selektio-
nieren. In Landern, in denen Avoparcin in der Landwirtschaft eingesetzt wurde,
wurden vermehrt VRE in Geflugel- und Schweinefleisch gefunden (Klare et al.,
1995). Tatsachlich konnten Bates et al. zeigen, dass in Tierkadavern VRE mit
ahnlichen Ribotypen wie beim Menschen nachgewiesen werden kénnen (Bates
et al., 1993) und somit das tierische Reservoir vermutlich Ausgangspunkt fur die
Verbreitung in die menschliche Population darstellt. Die Ubertragung von VRE
auf den Menschen erfolgt hierbei mutmalilich Gber die Nahrungskette (Bates et
al., 1994; Klare et al., 1995). Die Verbreitung wurde moglicherweise auch
dadurch vorangetrieben, dass VRE in Futtermitteln fur die Gefligel- und Schwei-
nemast enthalten waren, und hierdurch die Kolonisation von Masttieren massiv
verstarkt wurde (Klare et al., 1995). Nach dem Verbot des Einsatzes von Avopar-
cin 1996 in Deutschland (BgVV, 1996) und 1997 in ganz Europa sank die Zahl
VRE-besiedelter Nutztiere (Bager et al., 1999; Klare et al., 1999). Gleichzeitig
konnte auch ein Rickgang der VRE-Rate in der menschlichen Population beo-
bachtet werden (Klare et al., 1999).

Die Ausbreitung von VRE alleine auf die Selektion entsprechender Stamme in
der Tiermast zurlckzufuhren, wird jedoch den komplexen Verbreitungswegen
nicht gerecht. So wurde in den USA und in Kanada eine Ausbreitung von VRE
beobachtet obwohl kein Avoparcin in der Tiermast verwendet wurde (McDonald,
1997). Dort konnten bis 2008 auch keine mit VRE besiedelten Nutztiere gefunden
werden. Ebenso zeigten Studien, dass eine Besiedlungen beim Menschen au-
Berhalb des klinischen Kontextes nicht auftrat (Coque et al., 1996). Donabedian
et al. beschrieben 2010 erstmals Vancomycin-resistente Enterokokken vom high-
level-Typ in Nutztieren in den USA. Das Erregerreservoir scheint hier folglich an-
deren Ursprungs und auf den hospitalisierten Bereich konzentriert zu sein (Do-
nabedian et al., 2010).

Enterokokken kbnnen erworbene Resistenzen an andere Bakterien weitergeben,
zum Beispiel an Staphylokokken. So wurde im Jahre 2002 erstmals ein VRSA
beschrieben, ein MRSA, der ebenfalls eine Vancomycin-Resistenz erworben hat
(Noble et al., 1992; Chang et al., 2003; Miller et al., 2002). Die Préavalenz von
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VRSA ist seitdem zunehmend, wenn auch vergleichsweise gering. Betroffene
Patienten waren in der Regel schwer chronisch krank und wiesen in der Vorge-
schichte bereits positive VRE und MRSA-(Ko-)Besiedlungen oder -Infektionen
auf. AuRerdem hatten sie Vancomycin und Penicilline erhalten. In der Regel sind
VRSA-Resistenzen vanA-vermittelt. Eine Mensch-zu-Mensch-Ubertragung

konnte bisher nicht nachgewiesen werden (Sievert et al., 2008).

Resistenzen von Enterokokken gegeniber Linezolid wurden bisher nur selten
beschrieben; das NRZ registriert jedoch eine zunehmende Anzahl an Einsendun-
gen Linezolid-resistenter Stamme, die zumeist Glykopeptid-sensibel sind. 2014
fanden sich bei vanA-positiven E. faecium-Stdmmen Resistenzraten von 10,2 %
gegenuber Linezolid und bei vanB-positiven E. faecium Resistenzraten von
3,8 % gegeniber Quinupristin/Dalfopristin. Die Gesamtresistenzrate gegeniber
Linezolid lag bei allen an das NRZ eingesandten E. faecium-Isolaten in 2014 bei
12 % (Robert-Koch-Institut, 2015). Als Mechanismus, der zu einer abnehmenden
Empfindlichkeit gegenulber Linezolid fuhrt, wird eine Mutation in der 23S sRNA
angenommen. Einige E. faecalis-Stamme sind in der Lage eine Cfr-Methyltrans-
ferase zu exprimieren, welche auch die Linezolid-Resistenz von S. aureus ver-
mittelt (Toh et al., 2007).

1.2.4 Molekulare Grundlagen der Vancomycin-Resistenz bei Enterokokken

Vancomycin-resistente Enterokokken unterscheiden sich in ph&notypischen und
genotypischen Merkmalen. Bisher sind mit VanA, VanB, VanC, VanD, VanE und
VanG sechs verschiedene van-Phanotypen und acht verschiedene -Genotypen
(vanA, vanB, vanD, vanE, vanG, vanL, vanM, vanN) bekannt (Courvalin, 2006).
Von diesen besitzen jedoch nur vanA und vanB Kklinische Relevanz (Courvalin,
2006; Werner et al., 2012). Der vanA-Phanotyp ist der zuerst beschriebene und
gleichzeitig der haufigste Phéanotyp. Er verursacht eine high-level-Kreuzresistenz
gegen Vancomycin und Teicoplanin. Es konnte beobachtet werden, dass die
Haufigkeit der Vancomycin-Resistenz bei E. faecium starker zugenommen hat
als die der Teicoplanin-Resistenz. Dies steht moglicherweise in Zusammenhang

mit dem zunehmenden Auftreten vanB-positiver Stamme (Klare et al., 2012b).
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Die intrinsisch-resistenten vanC-Genotypen, die bei E. gallinarum und E. cas-
seliflavus vorkommen, scheinen in der Regel kaum mit Ausbriichen assoziiert zu
sein und bedurfen somit keiner Isolation kolonisierter Patienten (Sutter et al.,
2010).

Die van-Gene kodieren fir Ligasen, die die Zellwandbiosynthese von Enterokok-
ken verandern und damit zur Vancomycin-Resistenz fuhren. Im Rahmen der Zell-
wandbiosynthese von Enterokokken werden durch Ligasen zwei Molekile D-Ala-
nin zu einem Dipeptid verbunden. Dieses wird in einem weiteren Schritt an ein
Uracil-Diphosphat-N-Acetylmuramin-Tripetid gekntipft, sodass ein Pentapeptid
entsteht. Das Pentapeptid wird in weiteren Zwischenschritten modifiziert und mit-
hilfe eines Lipidcarriers an die aul3ere Oberflache der Zellwand transportiert. Dort
kann die Transglykosylierung erfolgen und es entstehen tber Transpeptidation
Briicken zu benachbarten Seitenketten. Dieser Prozess sorgt fur Stabilitat der
Zellwand (Reynolds, 1989).

Vancomycin bindet an die zur Quervernetzung benétigten C-terminalen D-Alanin-
D-Alanin-Enden der Pentapeptidseitenketten. Durch das Ausbleiben der
Transpeptidation wird die Zellwand instabil und es kommt zur Lyse des Bakteri-
ums (Stahlmann und Lode, 2013)

Die van-Gene Vancomycin-resistenter Enterokokken kodieren nun verschiedene
Ligasen, die zur Entstehung modifizierter Peptidseitenketten im Rahmen der Zell-
wandbiosynthese fuhren (Werner et al., 2008). Die Expression von vanA, vanB
und vanD vermittelt hierbei die Synthese eines Pentapeptids, welches am freien
Ende nicht durch D-Alanin-D-Alanin sondern durch D-Lactat-D-Alanin gekenn-
zeichnet ist. Bei vanC, vanE und vanG werden anstelle der D-Alanin-D-Alanin D-
Alanin-D-Serin-Enden synthetisiert. Diese Modifikation verhindert, dass Vanco-

mycin und Teicoplanin binden kénnen (vergleiche Abbildung 3).
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Abbildung 3: Peptidoglykan-Biosynthese und Mechanismus der Vancomy-
cin-Resistenz (Courvalin, 2006).

Bei vanC, vanE und vanG kommt es durch die Modifikation der Seitenketten zur
Entstehung von low-level-Resistenzen. Fir D-Alanin-D-Lactat-Enden sind die
Wasserstoffbriickenbindungen zwischen der Seitenkette und dem Rest des Mo-
lekils noch schwécher ausgepragt. Daher kommt es bei vanA, vanB und vanD
zur Ausbildung von high-level-Resistenzen. Die high-level-Resistenzen vom
vanA-Phanotyp stellen sich in der Regel durch MHKva >64 mg/l dar, wahrend die
MHKva fur vanB-Phanotypen stark variieren und auch durchaus im niedrigen Be-
reich von 16—-32 mg/l liegen kénnen (Arthur et al., 1996; Courvalin, 2006; Cattoir
und Leclercq, 2012). Es treten sogar E. faecium-Stamme auf, die das vanB-Gen
aufweisen, jedoch MHKva im Bereich von nur 1-2 mg/l aufweisen und somit im
empfindlichen Bereich anzusiedeln sind (Klare et al., 2012b). vanB-Phanotypen
weisen ausschlief3lich eine Resistenz gegentiber Vancomycin auf, ebenso vanE-
Phanotypen, bei denen die Resistenz jedoch schwéacher ausgepragt ist. Der
vanD-Phanotyp zeichnet sich durch eine malige Resistenz gegentber Vanco-
mycin und Teicoplanin aus (Depardieu et al., 2003b). Der vanC-Phanotyp, der

sich bei den Spezies E. gallinarum und E. flavescens / E. casseliflavus finden
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lasst, zeichnet sich durch eine intrinsische, ausschliel3lich chromosomal kodierte
Resistenz gegeniber Vancomycin und Teicoplanin aus, die schwacher ausge-
pragt ist als jene vom vanA/B-Phéanotyp (MHKva = 2—32 ug/ml) (Leclercq et al.,
1992). vanA- und vanB- Typen kdnnen chromosomal oder plasmid-kodiert vor-
liegen. Beim vanA-Typ liegt jedoch meist eine Plasmid-Kodierung auf dem Trans-
poson Tn1546 vor (Arthur et al., 1996; Quintiliani und Courvalin, 1996; Werner et
al., 1997). Der vanB-Typ ist haufiger chromosomal-kodiert und liegt auf den
Transposons Tn1547, Tn1549, Tn5382 (Arthur et al., 1993; Quintiliani und Cour-
valin, 1996; Rice, 2008). Plasmid-kodierte Resistenzen kénnen durch Konjuga-
tion Ubertragen werden (Rice et al., 1998; Courvalin, 2006).

vanD (Depardieu et al., 2003b), vanC (Leclercq et al., 1992), vanE (Patino et al.,
2002) und vanG (Depardieu et al., 2003a) liegen chromosomal kodiert vor. Sie
werden nicht durch Konjugation Ubertragen (Depardieu et al., 2004). Die Resis-
tenzgene werden in Anwesenheit von Glykopeptidantibiotika nach ATP-abhangi-
ger Phosphorylierung mittels des VanS/VanR-Signaltransduktionssystems expri-
miert. VanS fungiert dabei als membranstandiger Sensor fur N-Termini von Gly-
kopeptiden. Es leitet als Histidin-Kinase in deren Anwesenheit die Autophospho-
rylierung ein und Ubertragt einen Phosphatrest auf VanR. In Abwesenheit von
Glykopeptiden dephosphoryliert es dieses. VanR wiederum fungiert als zytoplas-
matischer Aktivator der Transkription der Resistenzgene (Arthur et al., 1992;
Arthur et al., 1997).
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Tabelle 2: Ubersicht tiber Genotypen und Charakteristika der Vancomycin-
Resistenz bei Enterokokken (Robert-Koch-Institut, 2010).

Phano- VanA VanB VanD VanE VanG VanC
typ
Resis- erworben naturlich
tenz
MHKya 8-1000 4-1000 64-128 8-32 16 2-32
(mg/ml)
MHK+p 4-512 0,5-1 0,25-64 0,5 0,5 0,5-1
(mg/ml)
Lokalisa- | Plasmid/ | Plasmid/ Chromo- | Chromo- | Chromo- | Chromo-
tion Chromo- | Chromo- som som som som

som som
Mobiles Tn1546 Tn1547, (?)* ()* (?)* (?)*
Element Tn1549,

Tn5382

Ligase- vanA vanB vanD vankE vanG vanC
Gen
Ligase- D-Ala-D- | D-Ala-D- | D-Ala-D- | D-Ala-D- | D-Ala-D- | D-Ala-D-
Produkt Lac Lac Lac Ser Ser Ser
Entero- E. fae- E. fae- E. fae- E. fae- E. fae- E. gallina-
kokken- cium cium cium calis calis rum
spezies E. faeca- | E. faecalis | E. fae- E. cas-

lis E. durans | calis seliflavus

E. durans | E. gallina- | E. raffi-

E. hirae rum nosus

E. gallina- | E. casse-

rum liflavus

E. cas-

seli-

flavus

E. avium

E. mundtii

E. raffino-

sus

* nicht bekannt

1.2.5 Kolonisation und Ubertragung Vancomycin-resistenter Enterokok-
ken beim Menschen

Beim gesunden Individuum ist die Enterokokken-Konzentration im Darm in der

Regel gering. Ein wesentlicher Risikofaktor fur die Besiedlung mit VRE ist die

Gabe von Antibiotika mit einer Enterokokken-Licke (zum Beispiel Cephalospo-

rine, Fluorchinolone) (Montecalvo et al., 1994; Bonten et al., 1996; Almyroudis et

al., 2011). Aber auch die Gabe anderer Antibiotika wie zum Beispiel Meropenem

kann die Kolonisation durch VRE begtnstigen: Ist die physiologische Darmflora
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sensibel gegen die eingesetzten Antibiotika, wird sie durch diese abgetottet
(Donskey et al., 2000; Taur et al., 2012). Es entstehen Nischen, in denen sich
beispielsweise VRE ansiedeln konnen. Dies fiihrt zu einer Uberwucherung des
Darms durch (multiresistente) Enterokokken (McDonald, 1997). Brandl et al. be-
schrieben in diesem Zusammenhang im Mausmodell Reglllg, ein C-Typ-Lektin,
das Gram-positive Bakterien, eingeschlossen VRE, abtotet. Stimuliert wird seine
Expression durch Lipopolysaccharide und Flagellin Gram-negativer Bakterien.
Antibiotika senken durch Reduktion der Konzentration Gram-negativer Bakterien
die Expression von Reglllg. Dies fuhrt zu erhéhten Konzentrationen Gram-posi-
tiver Erreger in der Darmflora und begunstigt VRE-Besiedlungen (Brandl et al.,
2008; Kinnebrew et al., 2010). Des Weiteren kénnen auch Medikamente mit im-
munsuppressiver Wirkung und Chemotherapeutika die Besiedlung des Darmes
mit VRE begunstigen (Montecalvo et al., 1994; Weinstock et al., 2007).

Ein relevanter Anteil von Patienten weist schon bei Krankenhausaufnahme eine
Besiedlung mit VRE auf (Wendt et al., 1999). Solche Besiedlungen persistieren
meist Wochen bis Monate (Sohn et al., 2013; Haverkate et al., 2014). Daher stel-
len unerkannte, enteral besiedelte Patienten im Krankenhaus ein Haupterreger-
reservoir fir VRE-Besiedlungen und -Infektionen dar (Teixeira et al., 2011). Risi-
kofaktoren fur eine schon zum Zeitpunkt der Krankenhausaufnahme bestehende
VRE-Besiedlung sind neben der vorangegangenen Antibiotikatherapie (Monte-
calvo et al., 1994) vorangegangene Krankenhausaufenthalte (Tacconelli et al.,
2004), Heimunterbringung (Elizaga et al., 2002), chronische Hamodialyse, Alter
>60 Jahre und vorherige Besiedlung mit MRSA (Tacconelli et al., 2004).

VRE konnen im Rahmen der Hospitalisation von Patient zu Patient Gbertragen
werden. Eine Ubertragung wird beglnstigt durch die Fahigkeit von Enterokokken,
auf Handen, Handschuhen und Oberflachen wie zum Beispiel Betten und Ste-
thoskopen mindestens 60 Minuten, jedoch auch bis zu mehreren Tagen zu Uber-
leben (Noskin et al., 1995). Die Ubertragung geschieht meist durch medizinisches
Personal, kontaminierte Oberflachen oder direkten Kontakt (Bonten et al., 1996;
Teixeira et al., 2011). Das Risiko einer VRE-Ubertragung bei Kontakt ist derzeit
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nicht klar abzuschéatzen. Mutters et al. zeigten 2013, dass die VRE-Ubertragungs-
rate von besiedelten Patienten auf Mitpatienten gering ist. Die Lange der Kon-
taktzeit korreliert hierbei positiv mit der Ubertragungsrate (Mutters et al., 2013a).
Nichtsdestotrotz konnten klare Risikofaktoren fir eine VRE-Ubertragung gefun-
den werden. Hierzu zahlen lange Krankenhausaufenthalte, schwere Grunder-
krankungen, grof3e chirurgische Eingriffe besonders im Abdominal- oder Thora-
kalbereich oder hohe Pravalenzen von VRE in rAumlicher und pflegerischer Nahe
des Patienten (Wendt et al., 1998; Klare et al., 2012a).

1.2.6 Infektionen durch Vancomycin-resistente Enterokokken im Kollektiv
stammzelltransplantierter Patienten
Die Haufigkeit des Auftretens von VRE-Infektionen variiert stark mit der Art des
Krankenhauses, den unterschiedlichen Abteilungen, sowie der Hohe des Selek-
tionsdruckes durch den Einsatz von Antibiotika. Dieser ist in den letzten Jahr-
zehnten stark angestiegen (Behnke et al., 2013). Altere Patienten (vor allem sol-
che >60 Jahre), Patienten unter Immunsuppression, Patienten mit schweren
Grunderkrankungen, Neu- und Friihgeborene sind wesentliche Risikogruppen fir
Infektionen durch VRE (Murray, 1990; Werner et al., 2008). Weitere Risikogrup-
pen sind Patienten nach Transplantation solider Organe, zum Beispiel Leber-
transplantation (McNeil et al., 2006; Russell et al., 2008), intensivmedizinisch be-
treute Patienten und hamatologisch-onkologische Patienten, besonders nach al-
logener Stammzelltransplantation (Avery et al., 2005). Die Neutropenie stellt in
dieser Patientengruppe einen signifikanten Risikofaktor fur Infektionen mit VRE

dar (DiazGranados und Jernigan, 2005b).

Eine bestehende Besiedlung mit VRE ist der Hauptrisikofaktor fiir eine Infektion
(McNeil et al., 2006). Bis zu 34 % der besiedelten Patienten entwickeln nach al-
logener Stammzelltransplantation eine Blutstrominfektion mit VRE. Bei nicht-be-
siedelten Patienten wird dieser Erreger nur bei bis zu 2 % der Blutstrominfektio-
nen gefunden (Weinstock et al., 2007). In einer Studie fand sich bei einem Dirittel
der allogen Stammzelltransplantierten eine VRE-Besiedlung. Ein Drittel dieser

Patienten entwickelte eine VRE-Sepsis und wiederum ein Drittel starb im Verlauf
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an einer Enterokokkenseptikamie (Weinstock et al., 2007). Inwiefern VRE-Infek-
tionen die direkte Todesursache oder vielmehr einen negativen prognostischen
Marker darstellen, ist aktuell unklar (Avery et al., 2005). Jeder sechste Patient
unter allogener Stammzelltransplantation entwickelt im Laufe eines Jahres eine
Bakteridmie mit VRE. Satlin et al. wiesen VRE mit 19 % als den haufigsten Erre-
ger von Blutstrominfektionen bei Patienten nach allogener Stammzelltransplan-
tation (HSCT) nach. Bei Patienten nach autologer HSCT stellten sie nach
S. viridans, K. pneumoniae und E. coli (je 17%) den vierthdufigsten Erreger (10
%) (Weinstock et al., 2007; Satlin et al., 2014).

Blutstrominfektionen durch VRE treten in der Regel nur bei solchen Patienten
auf, die im Vorfeld Breitspektrum-f-Laktam-Antibiotika wie Meropenem oder
Piperacillin/Tazobactam erhalten haben. Eine Studie konnte bei 32 (55 %) von
58 Blutstrominfektionen unter neutropenen Patienten mit antibiotischer Vorbe-
handlung VRE als Erreger nachweisen. Zudem gehen durch VRE verursachte
Blutstrominfektionen bei neutropenen Patienten mit einem schlechten Outcome
einher. So erlitten in derselben Studie 12 % der Patienten in der Folge einen
septischen Schock. Die Mortalitat lag mit 18 % weitaus hdher als jene bei Pati-
enten mit Staphylokokken-Bakteridmie (0 %). Patienten unter VRE-wirksamer
antibiotischer Therapie erlitten keine Blutstrominfektionen durch VRE (Satlin et
al., 2014).

1.3 Diagnostik von VRE

1.3.1 Kultur-basierte Screeningverfahren

In der Diagnostik von Vancomycin-resistenten Enterokokken werden Selek-
tivnahrmedien eingesetzt. Diese enthalten in der Regel unterschiedliche Kon-
zentrationen spezifischer Antibiotika und weitere Bestandteile, die das Wachstum
unerwiinschter Bakterienspezies hemmen. Zuséatzlich machen sie sich Eigen-
schaften von Enterokokken zunutze, die eine morphologische Detektion ermdg-
lichen. Dies geschieht zum Beispiel durch eine spezifische Farbung der Bakteri-

enkolonien. Bei diesen Selektiv-Indikatormedien nutzt man die Fahigkeit von
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Enterokokken, Askulin zu hydrolysieren, sowie die Expression von Glucosidasen
und Galaktosidasen.

In dieser Arbeit wurde der Askulin-basierte VRE-Selektivnahrboden der Firma
Oxoid evaluiert. Dieser wird aktuell als Routine-Screening-Medium in der Diag-
nostik des Instituts fir Medizinische Mikrobiologie, Virologie und Hygiene einge-
setzt. Als weitere Screeningmedien wurden die beiden neueren chromogenen

Selektiv-Indikatormedien chromID VRE Agar und Brilliance VRE Agar untersucht.

Der VRE-Selektivnahrboden enthalt 6 mg/l Vancomycin und nutzt zur Detektion
von Enterokokken deren Fahigkeit, das Glucosid Askulin in Glucose und Askule-
tin umzusetzen. Dieses Hydrolyse-Produkt bildet Komplexe mit ebenfalls im Agar
enthaltenen Eisenionen und fuhrt so zu einer schwarzen Farbung der Agars. Van-
comycin-resistente Enterokokken erscheinen als runde, grau-braunliche Kolo-
nien mit circa 1 mm Durchmesser und umgebender schwarzer Zone. Eine farbli-
che Differenzierung der Spezies E. faecium und E. faecalis ist auf diesem Agar

nicht moglich.

Der Brilliance VRE Agar macht sich zur Detektion von VRE deren Besitz von
Phosphatase und a-Galactosidase zu Nutze. Treten diese Enzyme in Kontakt mit
den im Agar enthaltenen Farbstoff-Vorstufen, entstehen je nach Spezies ver-
schiedenfarbige Kolonien. Die in beiden Enterokokkenspezies enthaltene Phos-
phatase sorgt fr eine blau-tirkise Koloniefarbung. E. faecium exprimiert zusatz-
lich die a-Galactosidase, welche ihnen auf dem Agar eine violette Farbung ver-
leiht. Uber die enthaltene Vancomycin-Konzentration wird vom Hersteller keine

Angaben gemacht.

Der chromID VRE Agar enthdlt zwei Farbstoff-bildende Substrate, die durch die
von Enterokokken exprimierte a-Glucosidase und (-Galaktosidase gespalten
werden. E. faecalis erscheint dabei als blaulich-tirkise Kolonie, E. faecium nimmt
eine violette Farbe an. Zusatzlich zu 8 mg/l Vancomycin enthalt der Agar weitere
Stoffe, die neben den meisten Gram-positiven und Gram-negativen Erregern,
Hefen und Schimmelpilzen auch das Wachstum nattrlich resistenter Enterokok-

ken wie E. casseliflavus und E. gallinarum unterdrticken.
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1.3.2 Molekulargenetische Screeningmethoden

Der beschriebene kulturelle Nachweis von VRE ist zeit- und arbeitsaufwéandig.
Deshalb kommen in der Diagnostik von VRE zusatzlich molekulargenetische Me-
thoden zum Einsatz, zum Beispiel die Polymerasekettenreaktion (engl. Poly-
merase Chain Reaction, PCR). Die PCR ist eine enzymatische in-vitro-Replika-
tion, die den Nachweis bestimmter Gensequenzen, so zum Beispiel der Resis-
tenzgene vanA- oder vanB, ermdglicht. Die PCR wurde 1993 durch Kary Mullis
entwickelt (Mullis und Faloona, 1987). Die Amplifikations-Zyklen dauern nur we-
nige Minuten, sodass bereits nach bis zu drei Stunden ein Ergebnis vorliegen
kann. Beim kulturellen Nachweis sind es 24—72 Stunden. Lee et al. entwickelten
die herkdbmmliche PCR weiter zur real-time-PCR, welche es neben dem Vorteil
der Zeitersparnis ermoglicht, eine Aussage uber die Anzahl der Gen-Kopien in
einer Probe zu treffen (Lee und Bloch, 1993).

Zum Einsatz der real-time-PCR in der Diagnostik von VRE ist in der Literatur
Unterschiedliches beschrieben: PCR-basierte Tests konnen die Detektionszeit
von VRE deutlich verkiirzen (Fang et al., 2011). Es konnten Ubereinstimmungen
zwischen PCR und Kulturbefund von bis zu 90,2 % gezeigt werden. Geringe Ab-
weichungen werden haufig zugunsten der deutlichen Zeitersparnis in Kauf ge-
nommen. Bisher wird der Einsatz der van-PCR allerdings meist zusatzlich zum
kulturellen Nachweis oder als sogenanntes Pra-Screening empfohlen. Die Sen-
sitivitat der PCR unterliegt meist der des kulturellen Nachweises. Zudem werden
durch die PCR mehr falsch-positive Proben detektiert. Dies spielt besonders bei
vanB-positiven Enterokokken eine Rolle. Hier sind sehr niedrige Positive Predic-
tive Values (PPV) beschrieben, da van-Gene nicht ausschliel3lich in Enterokok-
ken vorkommen. Besonders Anaerobier wie Clostridien stellen ein Reservoir fur
vanB-Gene dar und kénnen diese auch auf intestinale Enterokokken Gbertragen.
Dies hat zur Konsequenz, dass die Spezifitat der vanB-PCR in der Regel geringer
ausfallt als die der vanA-PCR. Fir diesen Genotyp ist ein kultureller Nachweis
somit nach wie vor unerlasslich, um nicht falschlicherweise zu viele Patienten zu
isolieren oder zu therapieren. Aktuell bestehen weitere Bestrebungen, die PCR
S0 zu optimieren, dass sie den Kulturbefund ablésen kann (Roger et al., 1999;
Mak et al., 2009; d"Azevedo et al., 2009).
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1.4 Typisierung von Enterokokken mittels Pulsfeldgelelektro-

phorese
Zur Bestimmung der Verwandtschaftsverhaltnisse von bakteriellen Isolaten wird
in der klinischen Diagnostik die Methode der Pulsfeldgelelektrophorese verwen-
det. Die PFGE trennt die bakterielle DNA in Fragmente auf. Anhand des entstan-
denen Bandenmusters kann auf Verwandtschaft verschiedener Isolate geschlos-
sen werden. Dies spielt besonders in der Ausbruchsdiagnostik eine Rolle.

Zum Restriktionsverdau von Enterokokken wird das Enzym Smal verwendet, das
die DNA in durchschnittlich 15-20 Fragmente der Grof3e 5-400 kb aufspaltet. Je
mehr Veranderungen im Genom vorliegen, desto unterschiedlicher sind dabei die
Bandenmuster und eine klonale Verwandtschaft zweier Isolate wird unwahr-

scheinlicher.

Eine gangige Empfehlung zur Interpretation der Bandenmuster stellen die Teno-
ver-Kriterien dar. Sie gelten als vereinheitlichter Bewertungsmalfistab, der ohne
zusatzliche digitale Hilfsmittel eine optische Auswertung erméglicht. Tenover un-
terschied dabei vier Kategorien, die die Beziehung eines Isolates zu einem Aus-
gangsisolat beschreiben. Vergleicht man die Bandenmuster zweier Isolate mitei-
nander und zeigen sich dabei keine Unterschiede in der Anzahl und Gr63e der
Banden, ist davon auszugehen, dass die Isolate genetisch nicht voneinander ver-
schieden sind. Unterscheiden sich die Bandenmuster zweier Isolate um zwei
oder drei Banden, ist von einer einzelnen genomischen Veranderung auszuge-
hen. In diesem Fall sind die Isolate nah miteinander verwandt. Liegen vier bis
sechs Bandenunterschiede vor, ist es zu zwei genomischen Veranderungen ge-
kommen. Eine Verwandtschaft ist noch mdglich. Bei einer Differenz >6 in der
Anzahl der Bandenunterschiede gelten die Isolate als nicht verwandt; hier sind
>2 genomische Verdnderungen anzunehmen (vergleiche Tabelle 3).

Mogliche molekulargenetische Veranderungen stellen die Punktmutation, Inser-
tion und Deletion dar. Bei einer Punktmutation wird eine Base der DNA gegen
eine andere ausgetauscht. Dies kann Uber Entstehung zusatzlicher oder Wegfall
vorhandener Restriktionsschnittstellen zur Verlangerung oder Verkirzung von

DNA-Fragmenten fiilhren und somit schmalere oder breitere Banden erzeugen.
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Entsteht durch Punktmutation eine neue Schnittstelle, findet sich im Isolat des

mutierten Stammes eine zuséatzliche Bande. Eine Insertion stellt das Einflgen

einer zusatzlichen Base in die DNA dar, bei einer Deletion geht eine solche ver-

loren. Insertion fuhrt bei gleicher Zahl von Fragmenten im Bandenmuster zum

Verlust eines kleinen Fragmentes bei gleichzeitiger Schaffung eines neuen, gro-

Reren Fragmentes. Deletion in der DNA zeigt sich im Bandenmuster verglichen

mit dem Ausgangsisolat hingegen durch ein neu entstandenes kleineres Frag-

ment und den Verlust eines groReren Fragmentes.

Tenover et al. empfehlen fir eine auswertbare PFGE ein Bandenmuster mit min-

destens 10 unterschiedlichen DNA-Fragmenten (Tenover et al., 1995).

Tabelle 3: Tenover-Kriterien zur Interpretation von PFGE-Bandenmustern
(Tenover et al., 1995).

Anzahl geneti-
Anzahl Bandenun- | scher Unter- .
: : . .| Interpretation des
. terschiede vergli- | schiede vergli-
Kategorie : . Verwandtschafts-
chen mit dem chen mit dem
. . grades
Ausgangsisolat Ausgangsiso-
lat
identisch 0 0 Isolat ist Teil des Aus-
bruchs
nahe Ver- Isolat ist wahrschein-
2-3 1 lich Teil des Aus-
wandtschaft
bruchs
méaliche Ver- Isolat ist mdoglicher-
9 4-6 2 weise Teil des Aus-
wandtschaft
bruchs
Verwandtschaft . . )
unwahrschein- | >7 >3 Isolat ist nicht Teil des
lich Ausbruchs
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1.5 Therapie von Enterokokkeninfektionen

Die Infectious Disease Society of America z&hlt E. faecium zu den sogenannten
ESKAPE-Pathogenen (E. faecium, S. aureus, K. pneumoniae, Acinetobacter
baumanii, P. aeruginosa und Enterobakterien), die neuer Formen antibiotischer
Therapie bedirfen (Rice, 2008). Therapiert werden ausschlie3lich Infektionen mit
VRE. Fur die flachendeckende antibiotische Sanierung intestinaler Kolonisation
gibt es bisher keine Evidenz (Mutters et al., 2013b; Cheng et al., 2014).

Enterokokken-Infektionen werden haufig mit einer Kombinationstherapie aus
Aminopenicillin (Ampicillin, Amoxicillin) und einem Aminoglykosid-Antbiotikum
(Gentamicin, Streptomycin) behandelt und dabei deren synergistische Wirkung
genutzt. Das B-Laktam-Antibiotikum schadigt die Zellwand der Kokken, sodass
das Aminoglykosid eindringen, an der 30S-Untereinheit des Ribosoms ansetzen
und dort die Translation behindern kann. Liegen Resistenzen gegen eine dieser
Antibiotikaklassen vor, kommt es zum Versagen des synergistischen Effektes der
Kombinationstherapie. Als Alternative werden dann in der Regel Glykopeptidan-
tibiotika eingesetzt. Die wichtigsten Vertreter dieser Klasse stellen Vancomycin
und Teicoplanin dar. Sie greifen in die Zellwandbiosynthese von Bakterien ein,
indem sie die Peptidoglykanquervernetzung hemmen (vergleiche Kapitel 1.2.4).
Beide galten lange als Reserveantibiotika, sodass das Auftreten dieser Resisten-

zen eine groRe Gefahr fur die erfolgreiche Therapie der Erreger darstellt.

Seit den Neunzigerjahren konnten nur zwei neue Antibiotika gegen VRE entwi-
ckelt werden: 1999 Quinupristin/Dalfopristin und 2000 das Oxazolidinon Linezo-
lid. Quinupristin/Dalfopristin, welche die Proteinbiosynthese durch Blockade der
50S-Untereinheit inhibieren, sind dabei ausschliel3lich gegen E. faecium wirk-
sam. Seit 2007 sind sie in Deutschland nicht mehr zur Therapie verfiigbar. Line-
zolid inhibiert die Bildung des 70S-Initiationskomplexes am Ribosom und verhin-
dert dadurch die Translation (Stahlmann und Lode, 2013).

Auch das Tetracyclinderivat Tigecyclin und das Lipopeptid Daptomycin werden
in der VRE-Therapie als Reserveantibiotika eingesetzt. Daptomycin hat eine bak-

terizide Wirkweise, indem es Kalium-Kanéale in die Zellmembran der Bakterien

28



Einleitung

einbaut. Der vermehrte Kalium-Ausstrom fihrt dann zum Absterben der Zellen
(Arias und Murray, 2012).

Zurzeit sind Linezolid und Daptomycin die am haufigsten gegen Blutstrom-Infek-
tionen mit VRE eingesetzten Antibiotika. Aufgrund des ungtinstigen Nebenwir-
kungsprofils, wie zum Beispiel der myelosuppressiven Wirkung von Linezolid,

werden sie jedoch nicht zur Prophylaxe empfohlen (Weinstock et al., 2007).

1.5.1 Glykopeptidantibiotika

Vancomycin gehort zur Gruppe der Glykopeptidantibiotika und wird aus Strepto-
myces orientalis gewonnen. Seit 1980 wird es in der antiinfektiosen Therapie von
Gram-positiven Erregern verwendet. Gegen Gram-negative Erreger sind Glyko-
peptide nicht wirksam, da sie aufgrund ihrer Molekilgro3e die aul3ere Bakterien-
membran nicht durchdringen kénnen. Vancomycin wird vor allem zur Therapie
von MRSA, Ampicillin-resistenten Enterokokken und bei durch C. difficile verur-
sachter pseudomembrandser Enterokolitis eingesetzt. Es ist aul3erdem wirksam
gegen Streptokokken und Gram-positive anaerobe Kokken, Listerien und Cory-
nebakterien.

Vancomycin hemmt den Zellwandaufbau und wirkt damit bakterizid. Es bindet an
die C-terminalen D-Ala-D-Ala-Enden der Pentapeptidseitenketten, die zur Quer-
vernetzung des Peptidoglykangeriistes benotigt werden. Durch den Verlust die-
ser Bausteine wird die Zellwand instabil und es kommt zur Lyse des Bakteriums
(Stahlmann und Lode, 2013).

EUCAST definiert eine Vancomycin-Resistenz bei Vorliegen einer MHKva von
>4 mg/l. CLSI beschreibt zusatzlich einen intermediaren Bereich (8—-16 mg/l).

Eine Unempfindlichkeit liegt laut CLSI erst bei einer MHKva >32 mg/| vor.

Teicoplanin stellt einen weiteren wichtigen Vertreter der Glykopeptidantibiotika
dar. 1988 wurde es in Deutschland zur antibiotischen Therapie zugelassen. Es
wird aus Actinoplanes teichomyceticus gewonnen und hemmt den Zellwandauf-
bau auf gleiche Weise wie Vancomycin. Es gelten die gleichen Therapieindikati-

onen wie beim Vancomycin. Durch starkere Proteinbindung besitzt Teicoplanin
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jedoch eine etwa zehnfach hohere Halbwertszeit. Teicoplanin wird ebenso wie
Vancomycin mit Ausnahme zur Therapie der pseudomembrandsen Enterokolitis
intraven®s verabreicht. Es besitzt ein glinstigeres Nebenwirkungsprofil als Van-
comycin. Fur die Teicoplanin-Empfindlichkeit gelten Minimale Hemmkonzentrati-
onen <2 mg/l nach EUCAST (Trautmann et al., 1994; Stahlmann und Lode,
2013).

1.5.2 Linezolid

Das Antibiotikum Linezolid gehdrt zur Gruppe der Oxazolidinone und wurde erst-
mals 1987 beschrieben. Linezolid hat eine bakteriostatische Wirkweise. Es bindet
an die A-Position der Peptidyltransferasestelle der 50S-Untereinheit des bakteri-
ellen Ribosoms und verhindert damit die Bildung des Initiationskomplexes der

Translation.

Linezolid wird zur Therapie von durch Gram-positive Erreger verursachten Pneu-
monien eingesetzt, ebenso wie bei Haut- und Weichteilinfektionen durch Staphy-
lokokken, Streptokokken und Enterokokken. Die Therapie erfolgt oral oder intra-
venos. Enterobacteriaceae und Pseudomonaden weisen naturliche Resistenzen
gegen Linezolid auf. Fur die Linezolid-Empfindlichkeit sind durch EUCAST

Grenzwerte von MHKLz <4 mg/l beschrieben (Stahlmann und Lode, 2013).

1.5.3 Daptomycin

Daptomycin gehort zur Gruppe der zyklischen Lipopeptide und wird aus Strepto-
myces roseosporus gewonnen (Baltz, 2010). Es hat eine bakterizide Wirkweise,
indem es an die Zytoplasmamembran der Bakterien bindet und Kaliumionenka-
nale in diese einbaut. Der resultierende Kaliumefflux fihrt zur Membrandepolari-
sation und Dysfunktion der Protein-, DNA-, und RNA-Synthese. Schliel3lich tritt
der Zelltod ein.

Daptomycin wird in der Therapie Gram-positiver Erreger eingesetzt und ist auch
gegen solche Bakterien wirksam, die Resistenzen gegenulber 3-Laktam-Antibio-

tika, Vancomycin und Linezolid aufweisen. Seit 2006 ist es in Deutschland zuge-
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lassen. Ubliche Therapieindikationen sind komplizierte Haut- und Weichteilinfek-
tionen und durch S. aureus verursachte Endokarditiden (Rybak, 2006; Dohmen
et al., 2012; Hoen und Duval, 2013). In der Lunge wird Daptomycin durch
Surfactant inaktiviert, was zu einer unzureichenden Wirkung bei der Behandlung

respiratorischer Erkrankungen fuhrt.

In der Therapie von Enterokokkeninfektionen spielt der Einsatz von Daptomycin
eine zunehmende Rolle. Retrospektive Studien konnten eine Erfolgsrate von 87—
90% in der Therapie von VRE-Bakteriamien zeigen (Mohr et al., 2009). Aufgrund
der unzureichenden Datenlage liegen jedoch zahlreiche Anwendungsbeschran-
kungen fiur Daptomycin vor (Rote Liste, 2016). In der Literatur sind bereits Féalle
beschrieben, in denen eine Abnahme der Sensibilitdt gegentiber Daptomycin -
meist unter einer Therapie mit diesem - beobachtet wurde (Munoz-Price et al.,
2005; Lellek et al., 2015). Es wurde beschrieben, dass solche Resistenzen unter
anderem durch Mutationen im Membranproteinkomplex LiaFSR entstehen oder
in Genen, die fur die Cardiolipin-Synthetase kodieren, welche fir die Synthese
von Phospholipiden verantwortlich ist (Arias et al., 2011). Derzeit gibt es keine
klaren Grenzwerte fir eine Daptomycin-Resistenz. Als cut-off-Werte werden

MHKbpc >4 mg/l angenommen.

1.6 Ziel der Arbeit

Zur Detektion der enteralen Besiedlung von Patienten mit Vancomycin-resisten-
ten Enterokokken (VRE) dienen Selektivnahrmedien, die das Wachstum anderer
Bakterienspezies unterdricken und lediglich einen Nahrboden flr Vancomycin-
/Teicoplanin-resistente E. faecium und E. faecalis darstellen sollen. Erreger, die
auf Selektivmedien fur VRE Wachstum zeigen, obwohl sie anderen Bakterien-
spezies zuzuordnen sind, stellen ein Problem fir die rasche Detektion von VRE
dar. Sie verlangern den diagnostischen Prozess, was wiederum zu verspateter
Isolation oder verzogertem Therapiebeginn fihrt und letztendlich fir ein schlech-
teres Outcome der Patienten sorgt. Zusétzlich entstehen Folgekosten durch auf-
wandige Anschlussuntersuchungen. In dieser Arbeit sollten daher drei VRE-Se-
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lektivnahrbéden hinsichtlich ihrer Sensitivitat, Spezifitat, ihrem NPV und PPV mit-
einander verglichen werden. Ziel war es, herauszufinden, ob andere Screening-
medien dem derzeit in der Routine-Diagnostik des Instituts fur Mikrobiologie, Vi-
rologie und Hygiene des Universitatsklinikums Eppendorf (UKE) verwendeten
VRE-Selektivagar der Fa. Oxoid Uberlegen sind. Es sollte ein hochspezifisches
Nahrmedium, das gleichzeitig einen hohen Negative Predictive Value (NPV) auf-

weist, gefunden werden, um den diagnostischen Prozess zu optimieren.

Um in der Diagnostik Ausbriiche auf Stationen, die durch denselben Erreger ver-
ursacht werden, zu erkennen, wird die Methode der Pulsfeldgelelektrophorese
(PGFE) angewendet. Routinemafig wird hierbei eine einzelne Bakterienkolonie
eines jeden Patienten aus einer Kultur mit einer einzelnen Kolonie der anderen
Patienten verglichen. Im Laboralltag wurde beobachtet, dass die VRE-Besied-
lungstypen einzelner Patienten sich im Verlauf veranderten, ein Patient also in
einer Folge-Screening-Probe einen anderen VRE-Pulsotyp aufwies als in der vo-

rigen Probe.

Inwiefern die VRE-Besiedlung des Darmes sich im Verlauf eines stationéaren Auf-
enthaltes veréandert, ist bisher wenig bekannt und Gegenstand dieser Untersu-

chung. Hierbei sollen unter anderem die Fragen beantwortet werden,

- ob Patienten mit einem oder mehreren VRE-Klonen besiedelt sind,

- ob sich die Kolonisationstypen im Verlauf des Krankenhausaufenthaltes
verandern,

- ob bei einer variierenden Besiedlung ein dominanter PFGE-Typ existiert,
der im Verlauf des Krankenhausaufenthaltes und unter Antibiotika-Thera-
pie andere PFGE-Typen verdrangt, oder ob hingegen die Besiedlung mit
unterschiedlichen PFGE-Typen quantitativ zunimmt.

- Zusatzlich soll vor diesem Hintergrund Uberprift werden, inwiefern die
PFGE eine sichere Methode in der Diagnostik klinischer Ausbriiche dar-

stellt.
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Durch Bestimmung der Empfindlichkeiten gegeniber den Ublicherweise verwen-
deten Antibiotika Vancomycin und Teicoplanin und den Reserveantibiotika Line-
zolid und Daptomycin soll in dieser Untersuchung weiterhin Uberprift werden, in
welchen Eigenschaften sich die verschiedenen PFGE-Typen voneinander unter-
scheiden und ob es im Rahmen einer Antibiotikatherapie zu einer Abnahme der
jeweiligen Antibiotika-Empfindlichkeiten kommt. Zur gleichen Fragestellung soll
auch uberpruft werden, welchen van-Typen die unterschiedlichen PFGE-Typen

zuzuordnen sind.
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2 Material und Methoden
2.1 Material

Material und Methoden

Im Folgenden wird eine Ubersicht tiber die verwendeten Laborgerate, Chemika-

lien und Reagenzien gegeben.

2.1.1 Gerate

Tabelle 4: Ubersicht iiber verwendete Gerate.

Laborgerat

Bezeichnung, Hersteller

Brutschranke/-raume

23 °C Brutschrank, Thermo Scien-
tific Heraeus Incubator (Waltham,
USA)

37 °C Brutschrank, Memmert
GmbH + Co. KG (Schwabach,
Deutschland)

42 °C Brutschrank, Heraeus
Kendro Laboratory Products (Ha-
nau, Deutschland)

56 ° C Brutschrank, Heraeus
Kendro Laboratory Products (Ha-
nau, Deutschland)

Cryobank TM Mast Diagnostica gelb

Mast Group (Bootle, UK)

Einmal-Spatel weil3

Sarstedt (NUrnbrecht, Deutschland)

Eppendorf Pipetten (10 pl, 20 pl, 100 pl,
200 pl, 1000 pl)

Eppendorf research (Hamburg,
Deutschland)

EppendorfreaktionsgefalRe (0,5 ml,
1,5 ml, 2,0 ml)

Eppendorf research (Hamburg,
Deutschland)

Falcon-Tube

Sarstedt (NUrtingen, Deutschland)

Feinwaage BP 301 S

Sartorius AG (Gottingen, Deutsch-
land)

Gelelektrophoresekammer, horizontal

Owl Separation Sytems, Thermo
Fisher Scientific (Massachusetts,
USA)
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Laborgerat

Bezeichnung, Hersteller

GielRvorrichtung fur Agarosegele

Bio-Rad Laboratories GmbH (Min-
chen, Deutschland)

Giel3vorrichtung fur Agaroseblécke,
CHEF Mapper® XA Systems, 50 well
Plug Mold

Bio-Rad Laboratories GmbH (Min-
chen, Deutschland)

Heizblock

Blockthermostat BT 100 Kleinfeld
Labortechnik (Germany)

Inoculation loop, blau

greiner bio-one (Mosonmagya-
rovar, Ungarn)

Kihlpumpe, Cooling Module

Bio-Rad Laboratories GmbH (Mun-
chen, Deutschland)

Kihlpumpe, Mini Chiller 1000

Bio-Rad Laboratories GmbH (Mun-
chen, Deutschland)

Kuhl-/Gefrierschranke

Liebherr Premium -17 °C/ + 6 °C,
Biberach an der Ril3 (Deutschland)

Liebherr profi line 8 °C, Biberach
an der Rif3 (Deutschland)

Liebherr Komfort -25 °C, Biberach
an der Rif3 (Deutschland)

Viessmann Kihlraum 5 °C, Institut
fur Mikrobiologie (Hamburg,
Deutschland)

Forma 88000 series -80 ° C ,
Thermo Scientific (Massachusetts,
USA)

MALDI Biotyper TM microflex

Bruker Daltonics, Bremen
(Deutschland)

Magnetrihrer RCT basic

IKA®-Labortechnik Werke GmbH &
CO. KG (Staufen, Deutschland)

MC-Farland Messgerat DensiCheck plus

Biomérieux Deutschland GmbH
(Ndrtingen, Deutschland)

MSP 96 target polish steel BC

Bruker Daltonics (Massachusetts,
USA)
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Laborgerat

Bezeichnung, Hersteller

Photodokumentationssystem: Che-
miDocTM XRS

Bio-Rad Laboratories GmbH (Mun-
chen, Deutschland)

Photodokumentationssystem Vision Capt
Quantum

VILBER LOURMAT Deutschland
GmbH (Eberhardzell, Deutschland)

Pipetus

Hirschmann Laborgeréte (Eber-
stadt, Deutschland)

Plastikkamm, CHEF systems comb 15
well, 21 cm x 1,5 mm

Bio-Rad Laboratories GmbH (Mun-
chen, Deutschland)

Plattendrehteller

Biomérieux Deutschland GmbH
(Ndrtingen, Deutschland)

Plattierungsspatel

Sarstedt (NUrnbrecht, Deutschland)

Pulsfeldgelelektrophoresekammer: CheF
— DR Il System, Gene Path TM System

Bio-Rad Laboratories GmbH (Mun-
chen, Deutschland)

Pulsfeldgelelektrophorese-Pumpe varia-
ble speed pump

Bio-Rad Laboratories GmbH (Mun-
chen, Deutschland)

Schittler

Edmund Buhler GmbH (Hechingen,
Deutschland)

sterile Pipettenspitzen Biosphere filter
tips, (far 10 pl, 20 pl, 100 wl, 200 ul, 1000
pl Pipetten)

Sarstedt (NUmbrecht, Deutschland)

Vortexer Heidolph (Schwabach, Deutsch-
land)

Waage Kern 572, Kern & Sohn GmbH
(Ballingen, Deutschland)

Wasserbad GFL (Burgwedel, Deutschland)
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Tabelle 5: Ubersicht iiber verwendete Chemikalien.

Chemikalien

Bezeichnung, Hersteller

C2H402S

Merck (Darmstadt, Deutschland)

CaClz

KCI

KH2PO4

MgClI2

NacCl

Na-EDTA

Na2HPOa4

Glycerol 85 %

Carl Roth GmbH + Co- KG (Karls-
ruhe, Deutschland)

LMP-Agarose (INCERT) T™M

Lonza (Rockland, USA)

Na-Desoxycholat = 97%

Sigma-Aldrich Chemie GmbH
(Steinheim, Deutschland)

Na-Lauroyl-Sarkosin = 94%

Sigma life Science (Darmstadt,
Deutschland)

NaOH (fest)

Merck (Darmstadt, Deutschland)

SeaKem® Gold Agarose

Lonza (Rockland, USA)

TBE-Puffer, Rotiphorese Buffer 10x

Carl Roth GmbH + Co- KG (Karls-
ruhe, Deutschland)

TE-Puffer, pH 8,0

PanReacAppliChem (Darmstadt,
Deutschland)

Trihydroxyaminomethane (Tris), Trizma
base Primary Standard and Buffer

Sigma life Science (Darmstadt,
Deutschland)
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Tabelle 6: Ubersicht tber verwendete Reagenzien und Enzyme.

Reagenz, Enzym

Hersteller

E-Teste, MIC test Strip, Daptomycin

E-Teste, MIC test Strip, Linezolid

E-Teste, MIC test Strip, Teicoplanin

E-Teste, MIC test Strip, Vancomycin

Biomérieux, Marcy I'Etoile (Frank-
reich)

Lysozym from chicken egg white

Sigma-Aldrich Chemie GmbH
(Buchs, Schweiz)

DNA-Marker

Lambda ladder, Bio-Rad CHEF
DNA, size Standard (USA)

MidRange PFG Marker, New Eng-
land BioLabs (Ipswich, USA)

dNTP Mix, DNA-Polymerase

Thermo Fisher Scientific (Massa-
chusetts, USA)

Proteinase K-Ldsung P 4850-1

Roche (Basel, Schweiz)

Red Safe, Nuclid Acid Staining, 20.000x

Intron Biotechnology (Korea)

Restriktionsenzym Smal 5000 U (10 U/ul)

Roche (Basel, Schweiz)

Restriktionspuffer SuRe/Cut Buffer A 10x
for restriction enzymes

Roche (Basel, Schweiz)
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Fur die PFGE und PCR wurden die in Tabelle 7 aufgefiihrten Lésungen verwen-

det. Falls nicht anders gekennzeichnet, wurde als Lésungsmittel Aqua bidest.

verwendet und auf das angegebene Volumen aufgefullt.

Tabelle 7: Ubersicht tiber verwendete Lésungen fiir PFGE und PCR.

Bezeichnung Inhaltstoffe Ansatzvolumen | pH

NaCl,5 M 146,10 g NaCl 500 ml -

Tris-HCI, 2M 24,24 g Tris 100 ml 7,5
Titration mit HCI

Na-EDTA, 0,5 M 93,06 g Na-EDTA 500 mi 7,5

SE- Puffer 15mlINaCl,5M 1000 ml 7,5
50 ml Na-EDTA, 0,5 M

1,6-prozentige 0,8 g LMP-Agarose - -

LMP-Agarose 50 ml SE-Puffer

(low-melting-point)

Basislosung 80 mI NaCl,5 M 400 m| 7,5

(zur Herstellung 80 ml Na-EDTA, 0.5 M

der Lysislosung 1) 1,2 ml Tris-HCI, 2 M
800 mg Na-Desoxycholat
4 g Na-Lauryl-Sarkosin

ES-L6sung 10 g Lauryl-Sarkosin 1000 ml 9,0
186,12 g Na-EDTA

(zur Herstellung oo . y

der Lysislosung I1) Titration mit NaOH-Plattchen

TE-Puffer 5 ml Tris-HCI, 2 M 1000 ml 7,5
20 ml Na-EDTA, 0,5 M

10 x TBE-Puffer 109,0 g Tris 1000 ml 8,0
55,6 g Borsaure
7,4 g Na-EDTA
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Ausgewahlte Herstellungsverfahren

LMP-Agarose: Im Wasserbad erhitzen, bis sich die Agarose vollstandig gelost

hat, dann je 1 ml aliquotieren und bei -8 °C verwahren. LMP-Agarose vor Ge-

brauch kurz bei circa 80 °C im Wasserbad oder im Heizblock erhitzen.

2.1.5 Primer

Tabelle 8: Ubersicht iiber fiir die PCR verwendete Primer.

Primerbezeichnung Sequenz
vanA_for 5-AGTCAATACTCTGCCCGGTTT-3'
vanA_rev 5-GCAGCGGCCATCATACG -3
vanB_for 5-TCCGGTCGAGGAACGAAA -3
vanB_rev 5-GCCCTCTGCATCCAAGCA -3
Ddl_for 5-AAAAAGAAATCGCACCG-3
Ddl_rev 5-GAGACATTGAATATGCCTTATG-3
ptsD_for 5-TATCAACGCGATCAAAACGA-3'
ptsD_rev 5-CGTTCGCATACAGCTTTTCA-3
2.1.6 Medien

Zum Vergleich standen der Askulin-haltige VRE-Selektivnahrboden (Oxoid; We-
sel, Deutschland) und die beiden chromogenen Screeningagarplatten chromID
VRE Agar (Biomérieux; Marcy I'Etoile, Frankreich) und Brilliance VRE Agar
(Oxoid; Wesel, Deutschland).

Fur die Subkultivierung wurden Blutagarplatten (Columbia Agar with sheep blood
plus; Oxoid) verwendet, auf3erdem eine flissige Nahrbouillon (VRE-Bruhe; Zu-
bereitung: N&hrbodenkiiche, Institut fiir Medizinische Mikrobiologie, Virologie und
Hygiene, Universitatsklinikum Eppendorf). E-Teste wurden auf Miller-Hinton-
Agar (Oxoid) durchgefuhrt.
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Fir die Anzucht der Isolate fur die PFGE-Analyse wurden zunachst der chromo-
gene Selektivagar chromID VRE Agar und Blutagar fur die Subkultivierung ver-
wendet. Als Flissigmedium wurde VRE-Bruhe genutzt. Fur die Verdinnung des
Originalmaterials wurde das ebenfalls in den eSwab-Tupfersystemen befindliche

Amies-Medium verwendet:

Tabelle 9: Inhaltsstoffe des Amies-Mediums.

Inhaltstoffe Losungsmittel

3,0 g NaCl 1000 ml Aqua dest.
0,2 g KCI

0,1 g CaClz

0,1 g MgClz

0,2 g KH2PO4

1,15 g NazHPO4

1,0 g C2H402S (Natrium-Thioglykolat)

2.1.7 Patientenkollektiv, Gewinnung des Probenmaterials

Patienten nach Stammzelltransplantation stellen eine Hochrisikogruppe fur Be-
siedlungen und Infektionen mit multiresistenten Erregern, unter anderem VRE
dar, da sie einer starken Immunsuppression unterliegen und in der Regel zahl-
reiche Antibiotika erhalten. Aus diesem Grund werden sie einem wdchentlichen
Routine-Screening auf multiresistente Erreger, unter anderem VRE, unterzogen.
Zusatzlich werden die Patienten bei Neu- oder Wiederaufnahme in die Klinik ei-
nem Routine-Screening auf multiresistente Erreger unterzogen. Im Zeitraum zwi-
schen Mai 2014 und Marz 2015 wurde systematisch das VRE-Screening-Material
volljahriger Patienten der Klinik fir Intensivmedizin und Stationen, die zur Klinik
fur Stammezelltransplantationen des Universitatsklinikums Hamburg Eppendorf
gehoren, in Form des eSwab-Tupfersystems (eSwab collection and preservation
for Aerobic, Anaerobic an Fastidious Bakterias; Copan, Italien) als Rektalabstrich

gesammelt.
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Insgesamt 584 Proben von 246 Patienten wurden fur diese Arbeit im Zeitraum
zwischen dem 21.05.2014 und 24.03.2015 gewonnen. 365 Proben von 155 Pa-
tienten flossen in die Validation der Screeningmedien ein, die weiteren 219 ledig-
lich in die PFGE-Analyse. Alle Patienten, von denen wéahrend der stationéren
Aufenthalte mehr als ein positiver VRE-Befund erhoben werden konnte, wurden
in die PFGE-Untersuchung eingeschlossen.

Die Abnahme des Probenmaterials wurde vom zustandigen Personal der Statio-
nen durchgefuhrt. Fur die Materialgewinnung wird der Abstrichtupfer einige Zen-
timeter weit in den Analkanal eingefiihrt, gedreht und wieder herausgezogen.
Dann wird er in das im Tupferréhrchen befindliche Amies-Medium gegeben und
das Rohrchen verschraubt. Um eine effektive Materialgewinnung zu gewahrleis-
ten, missen sich erkennbare Stuhlauflagerungen am Tupfer befinden. Die Abst-
richtupfer wurden im Anschluss an die Probengewinnung zur weiteren Analyse

in das Institut fir Medizinische Mikrobiologie des UKE gebracht.

Die Daten der Patienten (Name, Alter, Geschlecht, Abnahmezeitpunkt, einsen-
dende Station und Ergebnis der mikrobiologischen Routineuntersuchung) wur-
den gesammelt und archiviert. Die Proben wurden mit einer durch das Labor des
Instituts fur Medizinische Mikrobiologie vergebenen Laborkreis-Nummer und ei-

ner laufenden Studiennummer versehen.

Es wurden 437 Proben von Patienten der Klinik fir Stammzelltransplantationen
gewonnen, 147 von Patienten der Klinik fir Intensivmedizin. Von den 365 Pro-
ben, die in die Analyse der Screeningmedien eingeschlossen wurden, stammten
305 Proben von Patienten der Klinik fir Stammzelltransplantationen, 60 von Pa-

tienten der Klinik fur Intensivmedizin.

Beobachtet wurden unter allen gesammelten Proben insgesamt 29 Patienten mit
positivem VRE-Befund. Von 20 dieser Patienten konnte wahrend des stationaren
Aufenthaltes mehr als eine Probe gewonnen werden; diese wurden in die Popu-

lations-Analyse eingeschlossen.

Insgesamt wurden fur diesen Teil der Arbeit 63 Proben mit VRE-positivem

eSwab-Material verwendet. Das eSwab-Material wurde zu gleichen Teilen mit
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Glycerol versetzt und bis zur Verwendung bei einer Temperatur von -80 °C im

Institut fir Medizinische Mikrobiologie aufbewahrt.
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2.2 Methoden

2.2.1 Anzucht von Bakterien im Rahmen der VRE-Surveillance

Als diagnostisches Primarmaterial diente ein Rektalabstrich (eSwab-Tupfersys-

tem), der zur Konservierung der Bakterien Amies-Medium enthalt.

Im Institut fir Medizinische Mikrobiologie des UKE wurden die Abstrichtupfer in
die Routinediagnostik eingeschleust und anhand des folgenden Arbeitsstandards
bearbeitet: Eine VRE-Anreicherungsbrihe wurde mit Amies-Medium beimpft, in-
dem der Abstrichtupfer in der Briilhe geschwenkt wurde, und im Anschluss bei 42
°C Uber Nacht bebritet. Nach dem Mischen der Losung wurden 10 pl auf eine
VRE-Selektivagarplatte aufgebracht und mit einem 3-Osenausstrich auf der Plat-
tenoberflache verteilt. Angeziichtete Erreger wurden nach 48 Stunden mittels
MALDI-TOF (Matrix-Assisted Laser Desorption and lonization Time-of-Flight)
massenspektrometrisch bis auf Speziesebene differenziert. Bei verdachtigen Er-

regern wurde eine Resistenztestung durchgefuhrt.

Fir die Evaluation der Screeningmedien wurden zusétzlich zu den routinemalRig
bearbeiteten Proben je 50 pl der Anreicherungsbrihe auf den drei unterschiedli-
chen Nahrbéden mithilfe eines Einmalspatels und eines Platten-Drehtellers aus-
plattiert. Nach Anweisung des Herstellers erfolgte jeweils eine 48-stiindige Inku-
bation bei 37 °C.

Fur die spatere PFGE-Analyse wurden neben der Routinediagnostik 600 l
Amies-Medium eines eSwab-Abstrichs zu gleichen Teilen mit 85-prozentigem
Glycerol versetzt, der Tupfer im Glycerol ausgedrickt und die Probe anschlie-
3end bei -80 °C aufbewahrt. Auch 600 pl der in der Routinediagnostik hergestell-
ten Anreicherungsbouillon wurden mit 600 ul 85-prozentigem Glycerol versetzt

und ebenfalls bis zur erneuten Verwendung bei -80 °C konserviert.

Nach 48 Stunden Bebritungszeit wurden die Agarplatten begutachtet und die
gewachsenen Kolonien gezahlt. Hierbei wurde jede Platte, auf der Bakterienko-
lonien morphologisch erkennbar waren, ohne Bertcksichtigung der vom Herstel-
ler fir Enterokokken spezifischen angegebenen Farben als positives Wachstum

gewertet. Von diesen positiven Kulturen wurde mittels 3-Osen-Ausstrich eine Iso-
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lation auf Blutagar angelegt. Dabei wurde darauf geachtet, dass von jeder Kolo-
nie, die mit bloRem Auge als phanotypisch distinkt bewertet wurde, eine eigene
Isolation angelegt wurde, um mdglichst keine unterschiedlichen, der auf den
Agarplatten wachsenden Bakterienspezies zu Ubersehen. Die Isolationen wur-
den uber 24 Stunden bei 37 °C bebrutet und anschliel3end mithilfe massenspek-
trometrischer Analyse (MALDI-TOF) anhand der charakteristischen Spektren
eine ldentifikation der Spezies durchgefuhrt. Ergab die Identifizierung ein positi-
ves Ergebnis fur E. faecium oder E. faecalis, wurde verglichen, ob die van-
A/vanB-PCR der Routine-Diagnostik ebenfalls ein positives Ergebnis geliefert
hatte. War dies der Fall, wurde die van-PCR mit einem Isolat vom VRE-Selek-
tivagar Agar wiederholt, um sicherzustellen, dass das in der Routine-Diagnostik
gefundene VRE-Isolat identisch mit jenem auf den Studien-Screeningmedien
war. Fiel die PCR erneut positiv fir vanA/B aus, wurde der VRE als bestatigt

angesehen und ein Isolat in einem Cryobank-Tube bei -80 °C verwahrt.

Wuchsen auf mindestens einem der Selektivnahrbéden Enterokokken, die mittels
MALDI-TOF als solche identifiziert wurden, konnte in der PCR fir dieselbe Probe
jedoch kein Amplifikat des vanA- oder vanB-Genes nachgewiesen werden, wur-
den E-Teste fir Vancomycin und Teicoplanin auf Miller-Hinton-Agar durchge-
fuhrt. Zeigte sich im E-Test eine Resistenz gegentber den Glykopeptidantibio-

tika, wurde ein Isolat bei -80 °C eingefroren.

Um die Perfomance der Selektivhahrmedien zu unterschiedlichen Zeitpunkten zu
vergleichen, wurde bei 127 der insgesamt 365 ausplattierten Anreicherungsbru-
hen das Wachstum bereits nach 24 Stunden und dann erneut nach 48 Stunden
ermittelt, indem die Kolonien gezahlt wurden. (Der Hersteller Biomérieux emp-
fiehlt eine Bebritungszeit von 24 Stunden. Weist das Medium nach dieser Zeit
kein relevantes Wachstum auf, soll die Bebriitung erneut um 24 Stunden verlan-

gert werden.)

In der Abbildung 4 ist exemplarisch der Ablauf der Arbeitsschritte flr einen posi-

tiven Kulturbefund auf einem der Selektivmedien dargestellt.
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Selektivagar:
bakterielles Wachstum

Isolation auf Blutagar
- ldentifizierung
mittels MALDI-TOF

/Y \

E. faecium / andere
E. faeca-‘is Bakterienspezies

E Routine PCR: positiv I \

E-Test: VA, TP | PCR: negativ I Wiederholung verworfen

PCR

MHK Vancomyecin
> 4mg/|

MHK Vancomycin
<2 mg/l

PCR: positiv
MHK Vancomycin
2-4 mg/I

Konservierung als "sensibel" Konservierung
bei -80 °C als verworfen bei -80 °C als
VRE VRE

Konservierung
bei -80 °C als

"intermediar"

Abbildung 4: Studienablauf: Materialgewinnung und Analyse: Ausgehend
von einem positiven Kulturbefund wurde nach dem abgebildeten Schema der Re-
sistenzgrad der Bakterienstamme festgestellt.
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2.2.2 Anzucht von VRE fur die Populationsanalyse

Fur die Wiederanzucht der Bakterien fir die PFGE-Analyse wurden zunachst ein
chromogener Selektivagar und fur die Subkultivierung Blutagar verwendet. Der
chromID VRE Agar wurde ausgewahlt, da dieser in der Plattentestung die
hdchste Spezifitat und den hochsten Positive Predictive Value gezeigt hatten.
Somit war davon auszugehen, dass dieser Agar die Begleitflora am zuverlassigs-
ten unterdrickt. Da fur die Populationsanalyse nur die Anzucht der VRE relevant

war, wurde dieser Agar verwendet.

600 pl Amies-Medium aus dem eSwab-Tupfersystem waren im Rahmen der Pro-
bensammlung mit 600 ul 85-prozentigem Glycerol vesetzt und bei -80 °C einge-
lagert worden. Diese Proben wurden auf Eis aufgetaut und anschliel3end mit dem
Vortex gut durchmischt. 50 pl des verdiinnten eSwab-Mediums wurden auf dem
chromID VRE Agar mithilfe eines sterilen Einmalspatels und einem Plattendreh-
teller ausplattiert und nach Empfehlung des Herstellers fir 48 Stunden bei 37 °C
bebrutet. Auf dem chromID VRE Agar farben sich Enterokokken violett (E. fae-

cium) beziehungsweise trkis (E. faecalis) an.

Aus dem Bakterienrasen wurden insgesamt 14 Kolonien fur die PFGE-Analyse
der DNA-Bandenmuster mithilfe einer sterilen Ose gepickt. Diese 14 Kolonien
wurden tiber Nacht auf Blutagar in einem Drei-Osen-Ausstrich subkultiviert. So-
weit moglich wurde darauf geachtet, Kolonien auszuwdahlen, die phanotypisch
unterschiedlicher Morphologie waren, um zu prifen, ob Unterschiede in der Mor-
phologie sich ebenfalls im DNA-Bandenmuster niederschlagen. Bakterienkolo-
nien, die durch die Farbung nicht eindeutig als Enterokokken zu erkennen waren,
wurden mittels MALDI-TOF auf Speziesebene identifiziert.
In einigen Proben war nur eine sehr geringe Bakterienkonzentration vorhanden,
sodass pro Patientenprobe mitunter mehrere chromID VRE Agarplatten beimpft

werden mussten, um die Anzahl von 14 Bakterienkolonien zu erreichen.

Bei einer Probe (Lfd. Nr.: 159, VA 28995) war eine Wiederanzucht des VRE aus

dem eSwab-Medium nach 48 Stunden Bebritung weder auf dem Selektivme-
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dium noch auf Blutagar moglich. Es wurden 70 pl des verdiinnten eSwab-Medi-
ums in eine Anreicherungsbrihe gegeben, die Uber 8 Stunden bei 37 °C bebrtitet
wurde. Anschlielend wurden 50 pl der Anreicherungsbrihe erneut ausplattiert.
Auch hier konnte keine Anzucht des Erregers erzielt werden, sodass die Probe
von der PFGE-Analyse ausgeschlossen werden musste. In anderen Proben war
die Konzentration der Bakterien so hoch, dass eine Subkultivierung einzelner
Bakterienkolonien mit einer Ose nicht moglich war. Von diesen Proben wurden
12,5 ul des Ausgangsmediums 1:1000 mit Amies-Medium verdinnt, mit dem Vor-
texer gut durchmischt und 50 pul dieser verdinnten Lésung auf dem chromID
VRE-Agar ausplattiert. Nach 48 Stunden Inkubation bei 37 °C war der Bakterien-
rasen durch die Verdinnung soweit ausgedinnt, dass mithilfe eines Zahnsto-

chers 14 Kolonien zur Subkultivierung gepickt werden konnten.

Alle 14 fur die PFGE-Analyse verwendeten VRE-Klone wurden einzeln bei -80 °C
in Cryobank-Tubes eingefroren, um die Typen fir nachfolgende Analysen ver-

fugbar zu machen.

2.2.3 Empfindlichkeitstestung

Empfindlichkeitstestungen gegentber verschiedenen Antibiotika wurden in die-
ser Studie mithilfe der E-Test-Methode (Biomérieux, Marcy | Etoile, Frankreich)
durchgefihrt. Der E-Test (Epsilometertest) wurde im Jahre 1988 entwickelt (AB
BIODISK) und stellt eine Variante des Agardiffusionstests dar. Er umfasst einen
Antibiotikateststreifen, auf dessen Oberseite in einer logarithmischen Skala von
0,016 mg/l bis 256 mg/l die spezifischen Minimalen Hemmkonzentrationen
(MHK) abzulesen sind. Die Unterseite des Teststreifens ist mit der jeweils an der
Oberseite angegebenen Antibiotikakonzentration beschichtet. Das Antibiotikum
diffundiert aus dem Streifen in den Agar und hemmt dort das Bakterienwachstum.
Bakterien kdnnen sich also nur in den umliegenden Bereichen des Streifens ver-
mehren, in denen die Antibiotikakonzentration unterhalb ihrer Empfindlichkeit
liegt. So entsteht eine bakterienfreie Ellipse, die den Teststreifen im Punkt der
bakterienstamm-spezifischen MHK schneidet. Dieser Wert kann abgelesen wer-

den.
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Fir zu testende Bakterienstamme wurde auf Blutagar eine frische Subkultur an-
gelegt, welche fur 24 Stunden bei 37 °C bebritet wurde. Dann wurden die Bak-
terienkolonien mithilfe einer sterilen Ose in steriler 0,85-prozentiger-NaCl-Losung
suspendiert, bis eine Losung von 0,5 McFarland erreicht war. Diese Ldosung
wurde mittels eines sterilen Tupfers gleichm&Rig in drei zueinander um jeweils
60 ° versetzen Schichten auf Muller-Hinton-Agar aufgetragen. Der E-Teststreifen
wurde mittig, beziehungsweise bei zwei Teststreifen um 180 ° nebeneinander
verdreht, aufgelegt. Die Bakterien wurden Uber Nacht bei 37 °C bebritet. Am
nachsten Tag wurde die MHK abgelesen. Zur Beurteilung der Empfindlichkeit,
wurden die Grenzwerte nach EUCAST verwendet. Eine Minimale Hemmkonzent-
ration fur Vancomycin kleiner/gleich 4 mg/l wird nach EUCAST als sensibel (S),
eine MHKva von >4 mg/l als resistent (R) eingestuft. Die Grenzwerte fur Teico-
planin lauten S< 2 mg/l, R >2 mg/l. Fir Linezolid sind EUCAST-Grenzwerte von
S< 4 mg/l, R >4 mg/| definiert. Fur Daptomycin wurden von EUCAST bisher keine
klinischen Breakpoints fur die Resistenzbestimmung von Enterokokken festge-
legt. Als epidemiologischer cut-off-Wert gilt derzeit eine MHKppc von >4 mg/| (ver-
gleiche Tabelle 10).

Tabelle 10: Clinical breakpoints beziehungsweise epidemiologische cut-

off-Werte nach EUCAST: Dargestellt sind die Grenzwerte fir Sensibilitéat (S) und
Resistenz (R).

Antibiotikum S (in mg/l) R (in
mg/l)
Vancomycin <4 >4
Teicoplanin <2 >2
Linezolid <4 >4
Daptomycin <4 >4

Fur die weitere Analyse der Population war von Interesse, inwiefern sich Unter-
schiede bezuglich der Sensibilitdt gegentber spezifischen Antibiotika bei den ein-

zelnen PFGE-Typen finden. Um zu untersuchen, ob MHK-Abweichungen zwi-
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schen den PFGE-Typen innerhalb einer Patientenprobe bestehen, wurde fir je-
weils einen der VRE-Typen ein E-Test durchgefthrt. Es wurden die MHK fir Van-
comycin, Teicoplanin, Linezolid und Daptomycin erhoben. Um weiterhin zu un-
tersuchen, ob sich die Empfindlichkeit gegenlber diesen Antibiotika im Rahmen
des stationaren Aufenthaltes und unter Antibiotika-Therapie veranderte, wurde
zusatzlich eine Empfindlichkeitstestung fur jeden PFGE-Typ in der jewells letzten
Probe des Patienten, die im Beobachtungszeitraum gewonnen werden konnte,

durchgeflhrt. Die E-Teste wurden wie oben beschrieben angelegt.

Um zu beurteilen, inwiefern eine Antibiotikatherapie die Empfindlichkeiten beein-
flusst, wurde aus der klinischen Dokumentation erhoben, welche Antibiotika die

Patienten im Beobachtungszeitraum erhalten hatten.

Eine Abweichung der MHK um eine Zweierpotenz wurde als allgemeine Streuung
oder Ableseunsicherheit gewertet.

2.2.4 Polymerasekettenreaktion

Die PCR wurde 1984 von Kary Mullis entwickelt und stellt eine Methode zur
Amplifizierung von Nucleinsaurefragmenten dar (Mullis und Faloona, 1987). Sie
eignet sich vor allem fur DNA-Fragmente von einigen 100 bis mehreren 1000
Basenpaaren. Die zu amplifizierende DNA-Sequenz wird zunachst durch Erhit-
zen auf bis zu 90 °C denaturiert, sodass es zur Trennung der Doppelstrange
kommt. Nach dem Wiederabkiihlen auf 50 °C werden sogenannte Primer hinzu-
gegeben. Dies sind Oligonucleotide, die der gesuchten Sequenz an den 5'-Enden
der beiden Einzelstrange komplementar sind und an diese binden (Annealing).
Durch Zusatz einer thermostabilen DNA-Polymerase und Desoxyribonucleotiden
(dNTP) kann den beiden Einzelstrange nun unter erneuter Temperaturerhéhung
auf 60 °C bis 70 °C der jeweilige komplementare Doppelstrang ergénzt werden
(Extension). Dieser Reaktionszyklus wird in der Regel 20-30 Mal wiederholt, bis

die gewlnschte Zahl an DNA-Amplifikaten vorhanden ist (Montenarh, 2006).
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2.2.4.1 Anzucht der Bakterien fur PCR

Die in Cryobank-Tubes eingefrorenen E. faecium-(VRE)-Isolate wurden aufge-
taut, indem ein Plastikkiigelchen mit einer sterilen Ose in einem Drei-Osen-Aus-
strich auf Blutagar aufgebracht wurde. Die Bebriitung erfolgte tGber Nacht bei
37 ° C. Am nachsten Tag wurde Bakterienmaterial in VRE-Brihe in Losung ge-
geben und ebenfalls tiber Nacht bei 42 °C inkubiert. AnschlielRend wurde die Ex-
traktion der Bakterien-DNA durchgefuhrt.

2.2.4.2 DNA-Extraktion
Die DNA-Extraktion wurde durch das Personal der Routine-Diagnostik des Insti-
tuts fur Medizinische Mikrobiologie unter Anwendung eines Standardprotokolls

durchgefuhrt.

2.2.4.3 Van-Polymerasekettenreaktion

Fir die van-PCR wurden der vanA-forward- und vanA-reverse-Primer, sowie der
vanB-forward- und der vanB-reverse-Primer verwendet. Die Reaktion lief wie in
Tabelle 11 dargestellt ab.

Tabelle 11: Van-PCR von E. faecium (Fang et al., 2011).

PCR- Reaktion Temperatur | Dauer
1. Denaturierung der DNA 95 °C 10 min
2. Denaturierung 95 °C 15 sec
3. Annealing + Extension 60 °C 1 min

+ signal detection (FAM)

4. Zyklen (Wiederholung 45 x
Schritt 2.-4.)
5. Kuhlung (storage) 40 °C 30 sec

2.2.4.4 Multiplex-PCR fur ptsD

Die PCR wurde entsprechend der von Zhang et al. beschriebenen Vorgehens-
weise durchgefuhrt (Zhang et al., 2013). Fir einen 50 pl-Ansatz wurden die in
Tabelle 12 zusammengefassten Mengen verwendet. Fur die PCR wurden der
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ddI-forward- und ddl-reverse-Primer fiir das E. faecium-Housekeeping-Gen, so
wie der ptsD-forward- und der ptsD-reverse-Primer verwendet. Um eine Konkur-
renz der Primer um die Didesoxynukleotide zu verhindern, wurden die Primer-
paare jeweils in zwei unterschiedliche Ansatze gegeben. Die Reaktion lief wie in

Tabelle 13 dargestellt ab.

Tabelle 12: Mengenangaben fir ptsD-PCR.

Substanz Menge
Primer for 15u
Primer rev 1,5ul
dNTP 1,0 pl
HI-Puffer 10,0 pl
H-0 34,5 pl
Polymerase 0,5 ul
Template 1,0 ul

Tabelle 13: Multiplex-PCR — Screening von ptsD und Genotypic clustering
von E. faecium (Zhang et al., 2013).

PCR- Reaktion Temperatur Dauer

1. Initiale Denaturierung | 95 °C 15 min

2. Denaturierung der 94 °C 30 sec

DNA

3. Annealing (Bindung 55°C 30 sec

der Primer an DNA)

4. Extension (Verlange- 72 °C 30 sec

rung) 1000 bp/min

5. Zyklen (Wiederholung 30 x

Schritt 2.-4.)

6. Synthese 72 °C 60 sec
7. Kuhlung (storage) 4°C nach Bedarf
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2.2.4.5 Agarosegelelektrophorese

Die Agarosegelelektrophorese ist ein Verfahren zur Auftrennung von PCR-Amp-
lifikaten, welches sich die negative Ladung der DNA-Fragmente und deren Wan-
derungsverhalten im elektrischen Feld zu Nutze macht. Die Auftrennung der Nu-
cleinséuren erfolgt dabei entsprechend ihrer Grof3e: Die Wanderungsgeschwin-
digkeit ist umgekehrt proportional zur molaren Masse der DNA; kleine Fragmente
wandern aufgrund der geringeren Reibung also schneller im elektrischen Feld als
grof3e Fragmente mit hoher molarer Masse. Die einzelnen DNA-Banden kénnen
durch Farbstoffzugabe unter UV-Licht sichtbar gemacht werden (Montenarh,
2006).

Da die gesuchten PCR-Produkte ddl und ptsD mit 560 bp und 242 bp recht kleine
Fragmente darstellen, wurde ein 1,5-prozentiges Agarose-Gel in 0,5 x TBE Puffer
zur Auftrennung verwendet. 1,5 g Agarose wurden mit 100 ml 0,5 x TBE-Puffer
in einer Mikrowelle erhitzt, bis sich die Agarose vollstandig gelost hatte. Nach
Abkuhlung im Wasserbad wurden 5 pl des Fluoreszenzfarbstoffes Red Safe zu-
gegeben und durch Schitteln gut vermischt. Die flissige Agarose wurde in die
Gelkammer gegeben und ein Plastikkamm zur Bildung der DNA-Taschen einge-
bracht. Nach 30-minidtigem Erkalten des Gels bei Raumtemperatur wurde der
Kamm entfernt und das Gel vollstdndig mit 0,5 x TBE-Puffer bedeckt. In die Ta-
schen wurden je 8 ul der PCR-Produkte, die mit circa 1 pl fluoreszenzfarbenem
DNA-Ladepuffer vermischt worden waren, mit einer Pipette eingebracht. In die
jeweils erste Geltasche wurden 5 pl DNA-Marker zur Beurteilung der Fragment-
grof3en gegeben. Eine Spannung wurde angelegt. Nach circa 40 min wurde das
Gel aus der Kammer entfernt und vom TBE-Puffer befreit. Die entstandenen Ban-
den wurden mittels UV-Licht im Photodokumentationssystem Vision Capt Quan-

tum (Vilber Lourmat) abgebildet.
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2.2.5 Pulsfeldgelelektrophorese

Die Elektrophorese dient der Auftrennung von DNA in einzelne Fragmente. Hier-
bei macht man sich die negativen Ladungen der Phosphodiestergruppe der Nuk-
leotide zu Nutze, die in einem elektrischen Feld von der Kathode angezogen wer-
den. Aufgrund geringerer Reibungskréafte bewegen sich kleine DNA-Fragmente

schneller als gréf3ere und legen somit eine weitere Laufstrecke zuriick.

Im Unterschied zu herkémmlichen Gelelektrophorese-Verfahren ist bei der Puls-
feldgelelektrophorese, die 1984 von David C. Schwartz und Charles Cantor ent-
wickelt wurde (Schwartz und Cantor, 1984), das elektrische Feld nicht statisch
angelegt, sondern andert durch immer wieder wechselnde elektrische Impulse
fortlaufend seine Richtung. Dies birgt den Vorteil, dass DNA-Molekile bis zu
103 kb aufgetrennt werden koénnen, die damit deutlich grof3er sind, als es die her-
kommliche Elektrophorese mit 30-50 kb vermag. Durch die pulshaften Richtungs-
anderungen des elektrischen Feldes mussen sich die DNA-Fragmente immer
wieder neu gemaR ihrer Ladung ausrichten. Fir diesen Prozess bendtigen grol3e

Fragmente mehr Zeit.

2.2.5.1 Herstellung der Agarosebléckchen

Um die DNA der Enterokokken vor auf3eren Einflissen und Scherkraften zu
schitzen, wurde diese in Agarosegelbléckchen fixiert. In die Agarose kdnnen
Lyse- und Restriktionslésung ungehindert hineindiffundieren und die DNA so flr

die Fragmentauftrennung vorbereiten.

Zur Herstellung der Blockchen wurden die Bakterienstamme tber 14-18 Stunden
bei 37 ° C auf Blutagar angezichtet und dann mithilfe eines Einmaltupfers in 2 ml
SE-Puffer in Loésung gegeben, bis eine optische Dichte von 3,5 McFarland er-
reicht war. 120 ul dieser Bakteriensuspension wurden in Eppendorftubes vorge-
legt. Inzwischen wurden 2 ml der aliquotierten 1,6-prozentigen LMP-Agarose im
Heizblock / Wasserbad auf 80 °C erhitzt und anschlieend im Brutschrank auf
56 °C abgekuhlt, um eine Denaturierung des zuzugebenden Lysozyms zu ver-
hindern. Dieses wurde dann kurz vor Zugabe zur Bakteriensuspension in Form

einer kleinen Spatelspitze zur Agarose hinzugefugt und mit dieser vermischt, bis
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sich das Lysozym vollstandig geldst hatte. 120 pl der mit Lysozym versetzen
Agarose wurden dann in die Bakteriensuspension hineingegeben und durch Vor-
texen gut vermischt. Um die Bakterien-DNA durch die Scherkrafte nicht zu be-
schadigen, wurde das Vortexen maglichst kurz gehalten. Circa 100 pl der mit der
Agarose vermischten Bakteriensuspension wurden in eine Giel3vorrichtung ein-

gefullt und fir 15-30 min bei -8 °C im Klhlschrank erstarren lassen.

Es wurde stets ein Doppelansatz an Agarosegelblockchen fur jede der 14 Bakte-
rienkolonien hergestellt.

2.2.5.2 Lysel

Fur die Lyse | der Bakterien-DNA in den Agaroseblockchen wurde eine Lysisl6-
sung | hergestellt, indem je 1 ml Basislosung pro Agarosebléckchen mit je 5 mg
Lysozym pro Agarosebléckchen vermischt wurde. Diese Losung wurde bei 37 °C
im Brutschrank aufbewahrt, bis sich das Lysozym vollstéandig geldst hatte.

Je 1 ml der Lysislésung | wurde in ein Eppendorftube gegeben und das ausge-
hartete Agarosebldockchen aus der GielRvorrichtung in die Lésung gleiten lassen.

AnschlieRend wurde die Probe im Brutschrank bei 37 °C tUiber Nacht inkubiert.

2.2.5.3 Lysell

Fur die Lyse Il der Bakterien-DNA in den Agaroseblockchen wurde eine Lysislo-
sung Il (ESP-LOsung) hergestellt. Dazu wurde je 1 ml ES-L6sung pro Agarose-
blockchen mit je 2 pl Proteinase K pro Agaroseblockchen vermischt.

Je 1 ml Lysislosung | wurde in ein sauberes Eppendorftube gegeben und das
Agarosebldckchen aus der Lysislosung | in die ESP-L6sung tberfuhrt. Anschlie-

Rend wurde die Probe im Brutschrank bei 56 °C Uber Nacht inkubiert.

2.2.5.4 Waschen

Um die Enzyme und Elektrolyte der Lysislésungen | und Il aus den Agarosebl&ck-
chen zu entfernen, wurden diese nun gereinigt. Dazu wurden die einzelnen
Blockchen zunachst in 10 ml steriles Aqua bidest. Uberfiihrt, welches bei 56 °C

vorgewarmt worden war. Die Proben wurden dann fur 15 min auf dem Schuttler
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bei einer Frequenz von 100 / min gewaschen. Nach 15 min wurde das Aqua bi-
dest. gegen neues steriles, ebenfalls 56 °C warmes Aqua bidest. ausgetauscht
und erneut 15 min geschittelt. AnschlieBend wurden die Bléckchen in 10 ml
56 °C warmen TE-Puffer Gberfihrt und wiederum 15 min geschuttelt. Dieser Vor-

gang wurde mit jeweils frischem TE-Puffer insgesamt viermal wiederholt.

Die Blockchen konnten nun direkt der Aquilibrierung zugefiihrt oder bis zur wei-
teren Verwendung bei -4 °C im Kuhlschrank verwahrt werden.

2.2.5.5 Restriktionsverdau

Um die Blockchen an das Milieu des Restriktionsenzymes zu gewohnen, erfolgt
zunachst eine Aquilibration: Dazu wurde der Restriktionspuffer A 1:10 mit steri-
lem Aqua bidest. verdinnt, und die Agarosebléckchen anschlieRend nach Ent-
fernung des TE-Puffers in je 600 pl dieser Losung fur eine Stunde bei Raumtem-
peratur inkubiert. Dann wurden die Pufferlésung entfernt und die Blockchen in
eine Restriktionslésung aus je 120 ul 1:10-verdinntem Puffer A, versetzt mit 5 pl
Sma |, gegeben. Hierbei wurde darauf geachtet, die Bloéckchen vollstandig mit
der Restriktionslésung zu bedecken, um zu gewahrleisten, dass das Enzym un-
gehindert in das Blockchen diffundieren konnte. Das Enzym wurde erst kurz vor
Start der Restriktion zum Puffer hinzugegeben, um einer Denaturierung vorzu-

beugen.
Die Proben wurden tGber Nacht bei 25 °C inkubiert.

2.2.5.6 Herstellung des Gels

Fur die Elektrophorese wurden 2 | 0,5 x TBE-Puffer hergestellt, indem zu 100 mi
des 10 x konzentrierten TBE-Puffers 1,9 | Aqua bidest. hinzugegeben wurden.
Da die Elektrophoresekammer bei einer Temperatur von 14 °C arbeitet, wurde
der TBE-Puffer auf dieser Temperatur im Kuhlschrank vorgekihlt. Ein 1-prozen-
tiges Gel wurde hergestellt, indem 1,4 g SEAKEM Gold Agarose in 140 ml 0,5 x
TBE- Puffer gel6st und bei 100 °C aufgekocht wurden. Die Agarose wurde an-
schlieBend im Wasserbad auf 60 °C abgekuhlt, mit 14 pl RED Safe- Farbstoff

versetzt und gut vermischt. Eine diinne Plastikplatte als Unterlage fur das Gel
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und der Kamm zur Platzierung der Geltaschen wurden in die Gelkammer einge-
setzt und die flussige Agarose luftblasenfrei in die Kammer gegossen. Um zu
verhindern, dass sich Staubpartikel auf dem Gel sammelten, wurde dieses abge-
deckt und bei Raumtemperatur fir 30 min lang erkalten lassen. 2 ml fllssiger
Agarose wurden zum spéateren Verschlie3en der Geltaschen im Brutschrank bei
56 °C aufbewahrt.

Inzwischen wurde der Restriktionsverdau gestoppt, indem das Enzym von den
Blockchen entfernt und 0,5 x TBE-Puffer hinzugegeben wurde.

Nach 30 min wurde der Kamm aus dem erkalteten Gel entfernt. Die entstandenen
Geltaschen wurden mithilfe einer Pipette vollstandig mit 0,5 x TBE- Puffer befillt,
sodass die Agarosebldckchen leichter hineingleiten kénnen und keine Luftblasen
entstehen. Dann wurden die Gelbléckchen mithilfe eines Spatels in die Taschen
uberfuhrt. An die erste Position des Gels wurde stets ein Marker gesetzt, der die
Beurteilung der Gré3enverhéltnisse der Banden ermdglichte. Mithilfe eines saug-
fahigen Papiers wurde tUberschissiger TBE-Puffer entfernt und die Taschen mit
der restlichen 1-prozentigen SEAKEM-Gold-Agarose verschlossen, um die
Blockchen vor Scherkraften zu schitzen.

Das erkaltete Gel wurde nun in die PGFE-Kammer eingebracht, indem die Un-
terlegplatte in den Rahmen eingesetzt wurde. Dann wurde das Gel mit 2 | TBE-

Puffer vollstandig bedeckt und die Elektrophorese konnte gestartet werden.

Fur die Elektrophorese wurden folgende Programmeinstellungen verwendet:

57



Material und Methoden

Tabelle 14: PFGE-Einstellungen fir Enterokokken-DNA.

Block 1 5-35s
Block 2 -
Spannung 6,0 V/cm
Winkel 120 °
Umwalzrate der Pumpe 100 %

Kldhltemperatur im Mini-Chil- | 14 °C
ler

Laufzeit 20 h

Nach 20 Stunden Laufzeit wurde das Gel aus der PFGE-Kammer entnommen,
vom TBE-Puffer befreit und unter UV-Licht fotografiert. Hierflr wurde das Photo-

dokumentationssystem Vision Capt (Vilber Lourmat) verwendet.
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3 Ergebnisse

3.1 Vergleich der Qualitat von Selektiv-Indikatormedien und

PCR zum Nachweis von VRE in Rektalabstrichen

3.1.1 Beschreibung des Untersuchungsmaterials

Ziel dieses Teils der Arbeit war es, die diagnostische Gute von drei unterschied-
lichen Selektiv-Indikatormedien sowie einer PCR-basierten Strategie fiur den
Nachweis von VRE in Rektalabstrichen vergleichend zu untersuchen. Um dieses
Ziel zu erreichen, wurden insgesamt 365 Rektalabstriche von 155 Patienten der
Klinik fur Intensivmedizin oder Stationen, die zur Klinik fir Stammzelltransplanta-
tionen des Universitatsklinikums Hamburg Eppendorf gehéren, im Zeitraum Juli
bis Dezember 2014 prospektiv untersucht. Insgesamt wurden 305 Proben von
Patienten der Klinik fir Stammzelltransplantationen gewonnen, 60 von Patienten
der Klinik far Intensivmedizin. Bei den Proben handelte es sich sowohl um Mate-
rial des routinemafigen Patientenscreenings auf multiresistente Erreger, ein-
schlieBlich VRE, bei Neu-/Wiederaufnahme als auch um die Proben des wo-
chentlichen Routine-Screenings (nur auf den Stationen der Klinik fir Stammzell-
transplantation).

Aus dem eSwab-Medium der Rektalabstriche erfolgte zunéchst eine Anreiche-
rungskultur in VRE-Bouillon. Diese wurde nach Ubernachtkultur auf drei unter-
schiedlichen Selektiv-Indikatormedien ausgestrichen: VRE-Selektivagar, Brilli-
ance VRE Agar und chromID VRE Agar. Bei VRE-verdachtigem Wachstum auf
einer dieser Platten wurden entsprechende Kolonien gepickt, auf Blutagar sub-
kultiviert und anschliel3end weiter charakterisiert. Diese Charakterisierung um-
fasste Spezies-ldentifikation mittels MALDI-TOF, sowie Vancomycin- und Teico-

planin-Empfindlichkeitsprifung mittels E-Test.

Eine vanAB-PCR wurde durch Mitarbeiter der Routine-Diagnostik des Instituts
fur Medizinische Mikrobiologie, Virologie und Hygiene auf Basis der Anreiche-
rungsbriihe durchgefiihrt. Diese erfolgte stets im Rahmen der Routine-Diagnostik
sofort nach Bebritung der VRE-Anreicherungs-Bouillon.
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3.1.2 Préavalenz vanA- und vanB-tragender E. faecium und E. faecalis im
Untersuchungsgut

In die Untersuchung wurden 365 Proben eingeschlossen. Bei allen Proben wurde

die Anwesenheit vanA- und vanB-tragender Enterokokken in der Anreicherungs-

briihe mittels einer vanA- und vanB-real-time-PCR bestimmt (Fang et al., 2011).

Als Referenz wurde der kulturelle Nachweis von VRE auf mindestens einem der

drei verwendeten Selektiv-Indikatormedien gewertet.

35 von 365 Proben waren vanAB-PCR positiv (9,59 %). Der positive PCR-Befund
konnte in 30 von 35 Fallen kulturell bestétigt werden. Die VRE-Pravalenz betrug
somit 30/365 (8,22 %). In 26 der 35 vanAB-positiven Proben konnte vanA nach-
gewiesen werden (74,29 %). Von diesen liel3 sich in einer Probe kulturell die An-
wesenheit von VRE nicht bestatigen. Damit betrug die tatsachliche vanA-Pra-
valenz im untersuchten Kollektiv 25/365 (6,85 %). Neun der 35 vanAB-positiven
Proben (25,71 %) lieferten in der PCR ein vanB-positives Ergebnis. Von diesen
lieBen sich jedoch nur in funf Proben die Anwesenheit von VRE kulturell bestati-
gen, sodass die tatsachliche vanB-Pravalenz 5/365 (1,37 %) betrug. Alle in dieser
Untersuchung van-positiv getesteten Enterokokken waren der Spezies E. fae-

cium zuzuordnen.
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3.2 Validation der PCR gegeniiber dem Kulturbefund der Anrei-

cherungsbrihe

Sowohl die vanA- als auch die vanB-PCR besalRen eine Sensitivitdat und ebenso

einen NPV von 100 %. Enterokokken, die ein van-Resistenzgen aufwiesen, konn-

ten also in jedem Fall mit dieser molekulargenetischen Methode detektiert wer-

den. Es zeigte sich, dass beide PCR-Formen jeweils eine Spezifitdt nahe 100 %

aufwiesen, die vanA-PCR jedoch eine um 0,82 % h6here Spezifitat besald als die
vanB-PCR (vergleiche Tabelle 15). Der PPV betrug fur vanA 96,12 %, fur vanB
nur 55,56 %. Insgesamt ergaben sich fur die vanAB-PCR eine Spezifitdt von
98,51 % und ein PPV von 85,71 %.

Tabelle 15: Validierung vanAB-PCR im Vergleich zur Routine-Kultur aus der
Anreicherungsbrihe: Darstellung von Sensitivitéat, Spezifitat, PPV und NPV der
vanAB-PCR. Insgesamt wurden 365 unabhangige Proben analysiert.

Sensitivitat (%) |Spezifitat (%) PPV (%) NPV (%)

100 99,71 96,12 100
vanA-PCR (95% KI 100) (95% KI99,2-100) | (95% Kl 94,2-9,81) | (95% KI 100)

100 98,89 55,56 100
vanB-PCR | (959 ki 100) (95% K1 97,8-100) (95% KI 50,5-60,6) | (95% KI 100)
vanAB-PCR | 109 98,51 85,71 100
gesamt (95% KI 100) (95% KI 97,3-99,7) (95% 82,1-89,3) | (95% KI 100)

61



Ergebnisse

3.2.1 Kulturelle VRE- Anzucht aus der Anreicherungsbrihe

Als positives Wachstum auf den Selektivnahrmedien wurde jede Form der Kolo-
niebildung gewertet. Auf die Moglichkeit, anhand der charakteristischen Farbung
auf das Vorliegen von E. faecalis und E. faecium rickzuschlielRen, wurde ver-

zichtet. Eine Ubersicht ist in Tabelle 16 dargestellt.

Der VRE-Selektivagar zeigte in 175 Fallen (47,95 %) bakterielles Wachstum aus
der ausplattierten Anreicherungsbriihe an. Bei 97 (26,6 %) der 365 Proben konn-
ten Enterokokken identifiziert werden, von denen sich nur 30 in der Speziesiden-
tifikation als VRE bestatigten. Der Anteil an VRE lag unter den Enterokokken so-
mit bei 30,9 %, der Anteil an jeglichem bakteriellen Wachstum lag bei 17,14 %
(30 / 175). Unter den nachgewiesenen Enterokokkenspezies waren E. faecium
(n=51; 30 x VRE, 21 x Non-VRE), E. faecalis (n=38 Non-VRE), E. gallinarum (n=7
Non-VRE), E. casseliflavus (n=1 Non-VRE).

Beim Brilliance VRE Agar zeigte sich bei 84 von 365 Proben (23,01 %) bakteriel-
les Wachstum. Insgesamt 108-mal wurden dabei Enterokokkenspezies detek-
tiert, darunter E. faecium (n=52), E. faecalis (n=55) und E. gallinarum (n=1). Bei
Betrachtung dieser Zahlen ist zu berticksichtigen, dass auf zahlreichen Nahrb6-
den mehrere Enterokokkenspezies zu finden waren. In sieben Proben fanden
sich sowohl E. faecium als auch E. faecalis. In 30 Proben (27,78 %) waren die

nachgewiesenen Enterokokken Vancomycin-resistent.

Auf dem chromID VRE Agar konnte bei 45 von 365 Proben (12,3 3%) bakterielles
Wachstum nachgewiesen werden. 37-mal wurden Enterokokken detektiert. We-
sentlich haufiger wurde dabei die Spezies E. faecium (n=31) als E. faecalis (n=6)
gefunden. Wie bei den anderen Nahrmedien waren unter den Enterokokken 30
(81,08 %) Vancomycin-resistent; dies entsprach einem Anteil von 66,67 % am
gesamten bakteriellen Wachstum (vergleiche Abbildung 5 und Abbildung 6). Ins-
gesamt betrug der Anteil Vancomycin-resistenter Isolate unter allen 365 Proben
8,22 %.
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Anzahl Proben mit bakteriellem Wachstun

Anzahl Enterokokkenbefunde

Ergebnisse
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Abbildung 5: Darstellung des Nachweises von bakteriellem Wachstum auf
VRE-Selektiv-Indikatormedien: Nach Anreicherung wurden VRE-Selektivagar,
Brilliance VRE Agar und chromID VRE Agar inokuliert und nach 48 Stunden In-
kubation das Wachstum von Bakterien dokumentiert. Insgesamt wurden 365 un-
abhangige Proben analysiert.
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Abbildung 6: Darstellung des Nachweises von E. faecium und E. faecalis
auf VRE Selektiv-Indikatormedien: Nach Anreicherung wurden VRE-Selektiva-
gar, Brilliance VRE Agar und chromID VRE Agar inokuliert und nach 48 Stunden
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Inkubation das Wachstum E. faecium und E. faecalis dokumentiert. Insgesamt
wurden 365 unabhangige Proben analysiert.

Auf den bewachsenen Platten war bei einigen Kolonien bereits durch Beurteilung
der Morphologie zu vermuten, dass es sich nicht um Enterokokken handeln
wuirde. So zeigten sich zum Beispiel einige Kolonien auf dem chromID VRE Agar
in griiner Farbe oder als weil3e Kolonien. Diese Kolonien konnten im Nachgang
mittels MALDI-TOF als Candida spp. diskriminiert werden.

Auf dem VRE-Selektivagar liel3 sich eine morphologische Voreinschatzung hau-
fig nicht vornehmen, da auch Enterokokken mit intrinsischer Vancomycin-Resis-
tenz und einige Vertreter der Spezies Lactobacillus zur typischen Schwarzfar-
bung des Agars fuhren. In der Tat konnten auf diesem Medium die meisten un-
terschiedlichen Non-VRE-Bakterienspezies identifiziert werden. Besonders héu-
fig traten auf diesem Nahrmedium Pediococcus spp. (n=22) und Lactobacillus
spp. (n=66), weiterhin auch verschiedene Candida-Spezies (n=22), andere
Gram-positive Kokken wie Leuconostoc lactis (n= 5), S. haemolyticus (n=7),
S. epidermidis (n=1) und S. hominis (n=3) und vereinzelt Gram-negative Erreger
wie P. aeruginosa (n=1), Proteus mirabilis (n=1) und Morganella morganii (n=2)

auf.

Beim Brilliance VRE Agar zeigte sich eine deutlich geringere Variabilitat in der
Begleitflora als beim Askulin-basierten VRE-Selektivagar: Enterokokken mit
intrinsischer Vancomycin-Resistenz konnten nur in einem Fall nachgewiesen
werden (E. gallinarum). Pediococcus spp. wurden sechsmal, Lactobacillus spp.
dreimal detektiert. Als weitere Gram-positiven Erreger traten S. haemolyticus
(n=14) und S. epidermidis (n=1) auf. Gram-negative Keime und Hefen wurden

nur in je einem Fall nachgewiesen (C. glabrata, Morganella morganii).

Die geringste Variabilitat der Begleitflora zeigte der chromID VRE Agar. Hier tra-
ten in 13 Proben verschiedene Candida-Spezies auf (C. albicans (n=7), C.
glabrata (n=1), C. krusei (n=2), C. parapsilos (n=2), C. tropicalis (n=1)). In elf
Fallen konnten andere Gram-positive Spezies, darunter S. haemolyticus (n=4),

Pediococcus spp. (n=6) und Lactobacillus sp. (n=1) angezichtet werden.
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Tabelle 16: Diversitat der Kultur aus der Anreicherungsbrihe: Darstellung
aller detektierten Bakterienspezies auf VRE-Selektivagar, Brilliance VRE-Agar
und chromID VRE Agar. Insgesamt wurden 365 unabhangige Proben analysiert.

VRE-Se-
lektiva- Brilliance chromlID
Spezies gar in% |VRE Agar |in % |VRE Agar |in %
Wachstum 175 47,9% | 84 23,0% |45 12,3%
Enterococ-
cus sp. gesamt 97 26,6% |108 29,6% |37 10,1%
E. casseliflavus 1 0,3% |0 0 -
E. faecalis 38 10,4% |55 15,1% |6 1,6%
E. faecium 51 14,0% |52 14,2% |31 8,5%
E. gallinarum 7 19% |1 0,3% |0 -
VRE 30 8,2% |30 8,2% |30 8,2%
Candida sp.
gesamt 22 6,0% |1 0,3% |13 3,6%
C. albicans 15 41% |0 - 7 1,9%
C. glabrata 1 0,3% |1 0,3% |1 0,3%
C. krusei 2 0,5% |0 - 2 0,5%
C. parapsilos 3 0,8% |0 - 2 0,5%
C. tropicalis 1 0,3% |0 - 1 0,3%
Gram-nega-
tive Erreger
Morganella morga-
nii 2 05% |1 0,3% |2 0,5%
Proteus mirabilis 1 0,3% |0 - 0 1,0%
Pseudomonas
aeruginosa 1 0,3% |0 - 0 -
weitere
Gram-positive Er-
reger
S. epidermidis 1 0,3% |1 0,3% |0 -
S. haemolyticus 7 19% (14 3,8% |4 1,1%
S. hominis 3 0,8% (0 - 0 -
Pediococcus
sp. (gesamt) 22 6,0% |6 16% |6 1,6%
Pediococcus acidi-
lactici 15 41% |5 1,4% |4 1,1%
Pediococcus pen-
tosaceus 7 19% |1 0,3% |2 0,5%
Lactobacillus spp. |66 18,1% |3 0,8% |1 0,3%
Leuconostoc lactis |5 1,4% |0 - 0 -
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3.2.2 Einfluss der Inkubationszeit auf die diagnostische Giite unterschied-
licher VRE-Screeningmedien
Bakterienwachstum ist abhéangig von der Dauer der Bebritungszeit. So benoti-
gen die zu detektierenden Enterokokken zwischen 24 und 48 Stunden, um auf
den Nahrmedien zu wachsen. Langere Bebritungszeiten fordern in der Regel
das Wachstum zusétzlicher Bakterienspezies, kdnnen aber grundsatzlich auch
zu einer Erh6hung der diagnostischen Sensitivitat beitragen. Um den Einfluss der
Inkubationszeit auf die Sensitivitat und Spezifitdt zu messen, wurde bei 127 von
365 Proben nach jeweils 24 und 48 Stunden das Bakterienwachstum auf den drei

Selektiv-Indikatormedien begutachtet.

Die Sensitivitat aller drei Medien betrug nach 48 Stunden 100 %. Befand sich
also in der Probe des Patienten ein VRE, der sich Uber die PCR und die Routine-
Kultur bestatigen liel3, konnte dieser in jedem Fall nach 48 Stunden Bebritungs-
zeit auf allen drei Selektiv-Indikatormedien angeziichtet werden. Somit lag bei
jedem der Screening-Medien der Negative Predictive Value (NPV) ebenfalls bei
100 %.

Nach 24 Stunden Bebritungszeit wies der VRE-Selektivagar bereits eine 100-
prozentige Sensitivitat fur den VRE-Nachweis auf. Mittels Brilliance VRE- und
chromID VRE Agar gelang die Anzucht des VRE-Isolats bei jeweils einer Probe
erst nach 48 Stunden Inkubation. Damit lag die Sensitivitat nach 24 Stunden hier
fur beide Medien bei 92,3 % (95 % KI 87,7-96,9 %). Der chromID VRE Agar und
Brilliance VRE Agar zeigten mit 99,02 % (95 % Kl 97,3-100 %) und 98,98 %
(95 % KI 97,2-100 %) nach 24 Stunden ahnliche NPV.

Die Spezifitat betrug nach 24 Stunden fiur den VRE-Selektivagar 59,13 %
(95 % Kl 50,6-67,6 %), fur den Brilliance VRE Agar 85,1 % (95 % KI 78,9—
91,3 %) und fur den chromID VRE Agar 88,6 % (95 % Kl 83,1-94,1 %). Fur alle
drei Selektiv-Indikatormedien sanken die Spezifitaten nach 48 Stunden Inkubati-
onszeit, beim VRE-Selektivagar auf 36,52 % (95 % KI 28,2-44,9 %), beim Birilli-
ance VRE Agar auf 66,96 % (95 % KI 58,8—75,1 %) und beim chromID VRE Agar
auf 81,7 % (95 % KI 75,1-88,4 %).
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Die grolite Differenz in der Spezifitat bei 24 oder 48 Stunden Inkubation wies mit
22,6 % Abweichung der VRE-Agar auf, gefolgt vom Brilliance VRE Agar mit
18,1 %. Beim chromID VRE Agar betrug die Differenz nur 6,9 % (vergleiche Ta-
belle 17).

Der Positive Predictive Value des VRE-Selektivagars betrug nach 24 Stunden
Bebritungszeit 20,3 % (95 % Kl 13,4-27,3 %), der des Brilliance VRE Agars
41,4 % (95 % Kl 32,9-49,9 %) und der des chromID VRE Agars 48,0 % (95 % KiI
39,4-56,6 %). Nach 48 Stunden Bebritungszeit ergaben sich folgende Werte:
VRE-Selektivagar 14,1 % (95 % Kl 8,1-20,1 %), Brilliance VRE Agar 24,0 %
(95 % Kl 16,6-31,4 %), chromID VRE Agar 36,4 % (95 % Kl 28,04—44,7 %).

Damit betrugen die Differenzen fiir den PPV bei 24 oder 48 Stunden Inkubations-
zeit fur den VRE-Selektivagar 6,22 %, fir den Brilliance VRE-Agar 17,38 % und
fur den chromID VRE-Agar 11,64 %.

Tabelle 17: Analytische Performance von VRE-Screeningmedien nach 24-
und 48-stindiger Inkubation.

VRE-Selektivagar? | Brilliance VRE chromID VRE
Agar? Agar?
24 h 48 h 24 h 48 h 24 h 48 h
Sensitivi- | 100 100 92,31 100 92,31 100
" (95% K1 100) (95% K1 100) (95%KI 87,7— (95% K1 100) (95%KI 87,7— (95% K1 100)
tat (%) 96,2) 96,2)
Spezifitat | 99,13 36,52 85,09 66,96 88,60 81,74
(0/) (95%KI 50,6— (95%KI 28,2— (95%KI 78,92— | (95%KI 58,8— (95%KI 83,1 (95%KI 75,1—
0 67,6) 44,9) 91,25) 75,1) 94,1) 88,4)
20,34 14,12 41,38 24,00 48,00 36,36
PPV (%) (95%KI1 13,4— (95%KI 8,1— (95%KI 32,86— (95%KI 16,6— (95%KI 39,4— (95%KI 28,0—
27,3) 20,41) 49,9) 31,4) 56,6) 44.7)
100 100 98,98 100 99,02 100
NPV (%) (95% K1 100) (95% K1 100) (95%KI 97,2— (95% K1 100) (95%KI 97,3— (95% K1 100)
100 100

aNach Anreicherung wurden VRE-Selektivagar, Brilliance VRE Agar und chromID VRE Agar in-
okuliert und nach 24 und 48 Stunden Inkubation das Wachstum dokumentiert. Insgesamt wurden
127 unabhéngige Proben analysiert.
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3.2.3 Vergleich der diagnostischen Giite unterschiedlicher VRE Scree-

ningmedien nach 48-stindiger Inkubation
Die Auswertung aller 365 Proben, die in die Untersuchung eingeschlossen
wurde, ergab fur den Ablesezeitpunkt 48 Stunden die hdchste Spezifitat fur den
chromID VRE Agar mit 95,3 % (95 % Kl 93,1-97,4 %), gefolgt vom Brilliance
VRE-Agar mit 82,1 % (95 % KI 78,2-86,3 %). Die geringste Spezifitat wies der
aktuell in der Routine-Diagnostik verwendete VRE-Selektivagar mit 56,7 % (95 %
Kl 51,6-61,7 %) auf. Fur den Positive Predictive Value (PPV) ergaben sich fol-
gende Werte: VRE-Selektivagar: 17,1 % (95 % Kl 13,3-21,0 %), Brilliance VRE-
Agar: 35,7 % (95 % KI 30,8-40,6 %) und chromID VRE Agar: 66,7 % (95 % KiI
61,9-71,5 %). Sensitivitat und NPV betrugen bei allen drei Screeningmedien
100 %. Alle Ergebnisse dieses Abschnittes waren statistisch signifikant (verglei-
che Tabelle 18).

Tabelle 18: Validierung der Selektiv-Indikatormedien im Vergleich zur Kom-
bination von Routine-Kultur und van-PCR aus der Anreicherungsbrihe
nach 48 Stunden Inkubationszeit.

Spezifitat (%)

(95% Kl 51,6-61,7)

(95% Kl 78,2-86,3)

VRE-Selektiv- Brilliance VRE chromID VRE
agar Agar Agar
e 100 100 100
Sensitivitat (%)
(95% KI 100) (95% KI 100) (95% KI 100)
56,72 82,12 95,28

(95% Kl 93,1-97,4)

PPV (%)

17,14
(95% Kl 13,3-21,0)

35,71
(95% KI 30,8-40,6)

66,67
(95% Kl 61,9-71,5)

NPV (%)

100
(95% KI 100)

100
(95% KI 100)

100
(95% KI 100)

3.3 Verteilung der Minimalen Hemmkonzentrationen fur Vanco-

mycin und Teicoplanin in der Population
Fur alle Enterokokken-Isolate aus den 365 Proben, die auf den Screeningmedien

angezuchtet werden konnten, wurden Empfindlichkeitstestungen fir Vancomycin
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und Teicoplanin durchgefiihrt. Dabei wurden einige E. faecalis-Isolate als inter-
mediar empfindlich gegeniiber Vancomycin getestet (MHKva 4 mg/l). Intermedi-
are E. faecium-Isolate traten nicht auf. Auf dem chromID VRE Agar traten vier
solcher E. faecalis-Isolate auf, auf dem VRE-Selektivagar waren es zehn und auf
dem Brilliance VRE Agar sechzehn (vergleiche Tabelle 19).

Tabelle 19: Darstellung des Nachweises von intermediar-getesteten E. fae-
calis Isolaten auf VRE Selektiv-Indikator-Medien.

Anzahl intermediar-getesteter E. faecalis-
Isolate

VRE-Selektivagar 10

Brilliance VRE Agar 16

chromID VRE Agar 4

Es lasst sich beobachten, dass Enterokokken-Isolate mit intermedidrem Vanco-
mycin-Resistenzphanotyp am haufigsten durch den Brilliance VRE Agar detek-

tiert wurden.

Bei zwei Empfindlichkeitstestungen zeigten die E-Teste fir E. faecium-Isolate
vom VRE-Selektivagar MHKva >256 mg/l an. Bei diesen Isolaten konnte jedoch

kein van-Gen in der PCR nachgewiesen werden.

3.4 Untersuchung der Populationsstruktur von kolonisierenden
VRE

In diesem Teil der Arbeit sollte die Populationsstruktur kolonisierender Vancomy-
cin-resistenter Enterokokken mittels Pulsfeldgelelektrophorese untersucht wer-
den. Es sollte hierbei gepruft werden, ob und inwiefern die VRE-Kolonisation des
menschlichen Darmes sich im Verlauf eines stationaren Aufenthaltes verandert.
Hierzu wurden im Zeitraum 09.06.2014-24.03.2015 584 rektale Abstriche von
248 Patienten auf VRE untersucht.
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In 73 der 584 Proben (12,5 %) wurden VRE nachgewiesen. Diese 73 VRE-posi-
tiven Proben konnten 29 Patienten zugewiesen werden. Wahrend von 9 Patien-
ten nur ein VRE-positiver Abstrich vorlag, konnte bei 20 Patienten mehr als ein
VRE-positiver Abstrich gewonnen werden. Hierbei konnten von sieben Patienten
zwei, von acht Patienten drei VRE-positive Proben, von je zwei Patienten vier
und funf VRE-positive Proben und von einem Patienten sieben VRE-positive Pro-
ben gewonnen werden (vergleiche Abbildung 7). Somit konnten insgesamt 63
VRE-positive Proben in die Untersuchung eingeschlossen werden. Die durch-
schnittliche Anzahl VRE-positiver Proben pro Patient betrug 3,15. Alle Proben
stammten aus dem Kollektiv der Patienten der Klinik fir Stammzelltransplanta-
tion. Bei 62 von 63 Proben gelang die Anzucht von VRE aus den bei -80 °C ar-
chivierten Rektalabstrichen. Diese VRE konnten alle der Spezies E. faecium zu-
gewiesen werden. Der Zeitraum zwischen Gewinnung der jeweils ersten und letz-
ten Probe der einzelnen Patienten betrug im Mittel 32 Tage. Dabei lag der kr-
zeste Zeitraum bei vier Tagen, der langste bei 141 Tagen. Der Abstand zwischen
der Gewinnung der Abstriche betrug in der Regel sieben Tage, im Minimum ei-

nen, im Maximum 105 Tage.
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Abbildung 7: Verteilung der Anzahl VRE-positiver Proben im Kollektiv VRE-
positiver Patienten mit Verlaufsisolaten: Darstellung der Zahl von Patienten in
Abhangigkeit von der Anzahl gewonnener VRE-positiver Proben.
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3.4.1 Préavalenz der vanA -/ vanB-Typen bei E. faecium im Untersuchungs-
kollektiv

Bei allen eingeschlossenen Proben wurde der van-Typ mithilfe der vanA- und

vanB-real-time-PCR bestimmt. 41 der insgesamt 63 Isolate (65,1 %) waren vanA-

positiv, bei 22 (34,9 %) konnte vanB nachgewiesen werden (vergleiche Abbil-

dung 8).

Anzahl Isolate (n=63)
N
[0,

vanA vanB

van-Genotyp

Abbildung 8: Analyse der VRE-Population anhand von vanAB-PCR: Darstel-
lung der Verteilung der van-Typen unter allen VRE-positiven Proben (n=63) der
Patienten mit VRE Verlaufsisolaten (n=20).

Insgesamt waren 12 der 20 eingeschlossenen Patienten (60 %) mit vanA-tragen-
den Enterokokken kolonisiert, 8 (40 %) mit vanB-tragenden (vergleiche Abbil-
dung 9). Bei einem Patienten traten sowohl vanA- als auch vanB-positive-Klone

auf.
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Abbildung 9: Analyse der VRE-Population anhand von vanAB-PCR: Dar-
stellung der Verteilung der van-Typen unter allen VRE-positiven Patienten mit
VRE Verlaufsisolaten (n=20).

3.5 Analyse der klonalen VRE-Struktur mittels PFGE

Es sollte untersucht werden, ob ein Patient Giber den Beobachtungszeitraum kon-
tinuierlich mit einem oder madglicherweise mehreren unabhéngigen VRE-Pulso-
typen besiedelt war. Durch die longitudinale Analyse sollte zudem untersucht
werden, ob es im zeitlichen Verlauf zu einer Anderung der klonalen Populations-
struktur kommt. Um die parallele Kolonisation mit unterschiedlichen VRE-Pulso-
typen zu analysieren, wurden aus der Kultur eines Abstrichmaterials vierzehn un-
abhangige Kolonien ausgewéahlt und mittels PFGE analysiert. Bei der Bewertung
der genetischen Verwandtschaft wurden die von Tenover beschriebenen Krite-
rien fur die Analyse von PFGE-Mustern zur Anwendung gebracht (Tenover et al.,
1995). Hierbei wird die Zahl differenter Banden bestimmt und als Mal3 fir die
genetische N&he oder Entfernung verwendet.

Um zu beurteilen, ob die Bandenunterschiede tatsé&chliche Relevanz beziglich
des Verwandtschaftsgrades besalRen, wurden weiche und strikte Kriterien zur

Beurteilung der genetischen Verwandtschaft angelegt. Als weiches Kriterium
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wurden dabei zwei bis drei Bandenunterschiede als Grenzwert fur unterschiedli-
che VRE-Pulsotypen festgelegt, als strikteres Kriterium eine Anzahl von >7 Ban-

denunterschieden.

Indem die vierzehn entstandenen Bandenmuster der einzelnen Patientenproben
mit denen aus den folgenden Screening-Proben desselben Patienten verglichen
wurden, wurde aul3erdem das Besiedlungsverhalten Giber den Beobachtungszeit-
raum beurteilt. AulRerdem wurde verglichen, ob zwischen den VRE-Pulsotypen
verschiedener Patienten genetische Verwandtschaften bestanden.

62 der 63 VRE-positiven Proben konnten in die Untersuchung eingeschlossen
werden. Bei einer Probe gelang keine Anzucht des Erregers aus dem eingefro-
renen Material. In 22 von 62 Fallen (35,48 %) konnte bei Anlage weicher Kriterien
zur Bewertung der PFGE-Muster mehr als ein PFGE-Typ nachgewiesen werden.
Bei Anlage des strikteren Bewertungsmal3stabes von >7 Bandenunterschieden
zur Definition genetisch unabhangiger Klone, konnten 11 Proben (17,74 %) iden-
tifiziert werden, in denen verschiedene VRE-Pulsotypen auftraten. In den jeweils
40 beziehungsweise 51 weiteren VRE-positiven Proben waren die Bandenmus-
ter der 14 ausgewahlten Kolonien jeweils identisch (vergleiche Abbildung 10).

Unter Betrachtung aller VRE-positiven Folgeproben jedes einzelnen der 20 in die
Untersuchung eingeschlossenen Patienten, zeigten unter Anlage der weichen
Kriterien elf (55 %), beziehungsweise unter Anlage der strikteren Kriterien funf
Patienten (25 %) eine heterogene Besiedlung mit mehreren VRE-Pulsotypen. Bei
den anderen neun (45 %) beziehungsweise 15 Patienten (75 %) wurden keine
Veranderungen der VRE-Pulsotypen beobachtet (vergleiche Abbildung 11).
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Abbildung 10: Analyse der VRE-Populationsstruktur anhand von PFGE:
Darstellung der Zahl von Proben, in welchen nur ein Pulsotyp (homogene Kolo-
nisation) oder aber die Prasenz unabhéangiger Pulsotypen (heterogene Kolonisa-
tion) nachgewiesen werden konnte. Differenzierte Darstellung der Situation bei
Anlage weicher (2—-3 Bandenunterschiede) sowie strikter (>7 Bandenunter-
schiede) Kriterien zur Definition genetischer Unabhangigkeit anhand von PFGE-
Analysen.
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Abbildung 11: Analyse der VRE-Populationsstruktur anhand von PFGE:
Darstellung der Zahl von Patienten, bei welchen nur ein Pulsotyp (homogene Ko-
lonisation) oder aber die Prasenz unabhangiger Pulsotypen (heterogene Koloni-
sation) nachgewiesen werden konnte. Differenzierte Darstellung der Situation bei
Anlage weicher (2-3 Bandenunterschiede) sowie strikter (>7 Bandenunter-
schiede) Kriterien zur Definition genetischer Unabhangigkeit anhand von PFGE-
Analysen.
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Unter Anlage der weichen Kriterien wiesen drei Patienten (15 %) jeweils zwei
unterschiedliche VRE-Pulsotypen auf, funf Patienten (25 %) drei Pulsotypen, und
drei Patienten (15 %) sechs Pulsotypen. Wurden als Kriterium fur Verwandtschaft
>7 Bandenunterschiede zugrunde gelegt, traten bei je einem Patienten zwei, drei
und vier unterschiedliche Pulsotypen auf, bei zwei Patienten sechs unterschied-
liche Pulsotypen (vergleiche Abbildung 12).

Die Anzahl der verschiedenen PFGE-Typen variierte unter den Patienten mit he-
terogenem Kolonisationsmuster stark, ndmlich von zwei (vergleiche Patient VRE-
05-UF) bis zu sechs unterschiedlichen Pulsotypen (vergleiche Patient VRE-14-
RL) innerhalb der Folgeisolate (vergleiche Abbildung 13 und Abbildung 14).
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Abbildung 12: Analyse der VRE-Populationsstruktur anhand von PFGE:
Darstellung der Zahl von Patienten in Abhangigkeit von der Anzahl unterschied-
licher VRE-Pulsotypen. Differenzierte Darstellung der Situation bei Anlage wei-
cher (2—-3 Bandenunterschiede) sowie strikter (>7 Bandenunterschiede) Kriterien
zur Definition genetischer Unabhéngigkeit anhand von PFGE-Analysen.
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Abbildung 13 A-B: Nachweis von zwei distinkten VRE-Pulsotypen in unab-
hangig gewonnenen Rektalabstrichen: Je 14 VRE-Isolate (1-14) aus zwei
Rektalabstriche desselben Patienten (VRE-05-UF_233 und VRE-05-UF_308)
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wurden mittels PFGE analysiert. In beiden Proben konnten je zwei unterschiedli-
che VRE-Pulsotypen nachgewiesen werden. Hierbei zeigten sich ein dominanter
PFGE-Typ (jeweils 13/14 Isolaten) sowie ein abweichender PFGE Typ (gekenn-
zeichnet durch weil3e Pfeilkopfe). Die PFGE-Muster der dominanten Variante
und der sporadischen Variante unterschieden sich zwischen beiden Proben
nicht. Die Darstellung der Banden erfolgte durch Farbung mittels Red Safe; M2:
MidRange PFG Marker.

Abstrich 632
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B Abstrich 633

C Abstrich 639

M4 - | 2 ([3/4 |5 |(6|-| - |10|-(12|14 |15 - 179 |11

Abbildung 14 A-C: Nachweis von sechs VRE-Pulsotypen in unabhangig ge-
wonnenen Rektalabstrichen: Je 14 VRE Isolate (1-14) aus drei Rektalabstri-
chen (VRE-14-RL_632, VRE-14-RL_633 und VRE-14-RL_639) desselben Pati-
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enten wurden mittels PFGE analysiert. Insgesamt konnten sechs unterschiedli-
che VRE-Pulsotypen (weiche Kriterien) nachgewiesen werden (markiert durch
weil3e Pfeilspitzen). Die Darstellung der Banden erfolgte durch Farbung mittels
Red Safe; M4: lamda ladder.

Eine der Ausgangsfragestellungen bestand darin, ob es bei einem Patienten, der
mit einer heterogenen VRE-Pulsotyp-Population kolonisiert ist, im Laufe des sta-
tionaren Aufenthaltes zur Dominanz eines dieser Pulsotypen kommt, welche die
Verdrangung anderer Typen zur Folge hat, oder ob hingegen eine quantitative
Zunahme der VRE-Pulsotypen innerhalb der VRE-Population eines Patienten
uber die Dauer des stationaren Aufenthaltes stattfindet. Dazu wurde jeweils die
Anzahl aller unterschiedlichen VRE-Pulsotypen in jeder Probe eines VRE-positi-
ven Verlaufspatienten ermittelt: Bei zwei Patienten (18,2 %) veréanderte sich die
Anzahl der Pulsotypen im Beobachtungszeitraum nicht, bei finf Patienten
(45,45 %) stieg die Anzahl der Typen, bei einem Patienten (9,1 %) sank sie und
bei drei Patienten (27,3 %) konnte kein Trend ausgemacht werden, da die Anzahl
unter Bertcksichtigung aller Folgeisolate erst zu-, dann jedoch wieder abnahm

oder andersherum (vergleiche Tabelle 20).

Exemplarisch sind hier jeweils ein Patient mit unveranderter, mit steigender und
mit abnehmender Anzahl an Pulsotypen gezeigt (Abbildung 15, Abbildung 16,
Abbildung 17).
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Tabelle 20: Verlauf der Anzahl der VRE-Pulsotypen innerhalb der Verlaufs-
proben VRE-positiver Patienten.

Anzahl Pulsotypen

Patient Probe 1 Probe 2 Probe 3 Probe 4
VRE-01-AP 1 2 1 n.a.
VRE-02-AK 1 3 n.a. n.a.
VRE-03-IN 3 1 4 n.a.
VRE-04-SS 2 4 4 n.a.
VRE-05-UF 2 2 n.a. n.a.
VRE-07-IR 1 2 n.a. n.a.
VRE-10-CB 1 3 n.a. n.a.
VRE-14-RL 3 2 4 n.a.
VRE-16-HJB 1 1 1 2
VRE-19-HB 3 2 n.a. n.a.
VRE-20-TN 2 2 2 n.a.

n.a.: nicht anwendbar, da kein Material vorhanden
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A Abstrich 160

M2 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 | 12 13 14 | 15

B Abstrich 176

M2 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 | 11 | 12 |13 | 14

Abbildung 15 A-B: Analyse der VRE-Populationsstruktur anhand von
PFGE-Analysen: Darstellung der Zunahme der Anzahl von VRE-Pulsotypen in-
nerhalb von zwei Proben eines Patienten (VRE-02-AK 160 und VRE-02-
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AK_176). In der zuerst gewonnenen Probe VRE-02-AK_160 zeigte sich ein ein-
ziger PFGE-Typ (14/14 Isolaten). In der zweiten Probe zeigten sich zwei weitere,
abweichende PFGE-Typen (gekennzeichnet durch weil3e Pfeilspitzen). Die
PFGE-Muster der dominanten und der beiden sporadischen Varianten unter-
schieden sich um >7 Banden. Die Darstellung der Banden erfolgte durch Farbung
mittels Red Safe; M2, MidRange PFG Marker.

A Abstrich 656

M4 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 | 11 12 13 | 14
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B Abstrich 659

M4 | 1|2 - 4 5 6 7 8 9 (10|11 | 12 13| 14 3

Abbildung 16 A-B: Analyse der VRE-Populationsstruktur anhand von
PFGE: Darstellung der Abnahme der Anzahl von VRE-Pulsotypen innerhalb von
zwei Proben eines Patienten (VRE-19-HB_656 und VRE-19-HB_659). In der zu-
erst gewonnenen Probe VRE-19-HB_656 zeigten sich drei distinkte PFGE-Typen
(gekennzeichnet durch weil3e Pfeilspitzen). In der zweiten Probe zeigten sich nur
noch zwei dieser PFGE-Typen. Die Darstellung der Banden erfolgte durch Far-
bung mittels Red Safe; M4: lambda ladder.
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C Abstrich 256

M2 1 2 3|4 5 6 |7 | 8 9 (10 | 11 (12| 13 14 2

Abbildung 17 A-C: Analyse der VRE-Populationsstruktur anhand von
PFGE: Darstellung der Veranderung der Anzahl von VRE-Pulsotypen innerhalb
von zwei Proben eines Patienten ohne erkennbaren Trend (VRE-03-IN_179,
VRE-03-IN_226 und VRE-03-IN_256). In der zuerst gewonnen Probe VRE-03-
IN_179 zeigten sich drei distinkte PFGE-Typen. In der zweiten Probe zeigte sich
nur noch einer dieser PFGE Typen, in der dritten Probe zeigten sich vier distinkte
Pulsotypen. Die Darstellung der Banden erfolgte durch Farbung mittels Red Safe;
M2: MidRange PFG Marker.

GroRe Unterschiede gab es auBerdem in der Ahnlichkeit der PFGE-Muster. So
war bei einigen Patienten durch die geringe Anzahl an Bandenunterschieden zu
vermuten, dass die Pulsotypen auf einen gemeinsamen Ursprungsklon zurtick-
zufuihren waren (vergleiche Abbildung 18). Wieder andere Pulsfeldmuster von
Isolaten aus einer Probe unterschieden sich stark um >7 Banden und waren nicht
dem in der Probe pradominanten Pulsotyp zuzuordnen (vergleiche Abbildung
19).
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Abstrich 651
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Abbildung 18: Analyse der VRE-Populationsstruktur anhand von PFGE:
Darstellung von zwei VRE-Pulsotypen innerhalb einer Probe eines Patienten
(VRE-16-HJB_651) mit identischem Ursprungstyp. Es zeigte sich ein dominanter
PFGE-Typ (13/14 Isolaten) sowie ein abweichender Pulsotyp (gekennzeichnet
durch weil3e Pfeilspitze), der vermutlich aus dem dominanten Pulsotyp hervorge-
gangen ist. Die PFGE-Muster der dominanten Variante unterschieden sich um
maximal eine Bande. Die Darstellung der Banden erfolgte durch Farbung mittels
Red Safe; M4: lambda ladder.
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A Abstrich 180

Ml | 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 | 12 | 13 16

Abbildung 19 A: Analyse der VRE-Populationsstruktur anhand von PFGE:
Darstellung von zwei VRE-Pulsotypen innerhalb einer Probe eines Patienten
(VRE-04-SS_180) mit unterschiedlichem Ursprungstyp. Es zeigte sich ein domi-
nanter PFGE Typ (12/14 Isolaten) sowie ein abweichender PFGE-Typ (gekenn-
zeichnet durch weil3e Pfeilspitzen (2/14 Isolaten). Die PFGE-Muster der domi-
nanten und der sporadischen Variante unterschieden sich um >7 Banden, sodass
distinkte Ursprungstypen anzunehmen sind. Die Darstellung der Banden erfolgte
durch Farbung mittels Red Safe; M1: MidRange PFG Marker.

3.5.1 Bestimmung des van-Genotyps in unabhangigen PFGE-Pulsotypen

Um zu untersuchen, ob die unterschiedlichen PFGE-Typen hinsichtlich ihres van-
Genotyps eine homogene Gruppe darstellen, wurde fur jeden erstmalig aufgetre-
tenen abweichenden VRE-Pulsotyp mittels van-PCR der van-Genotyp bestimmt.
Bei einem Patienten (VRE-02-AK) konnte innerhalb des zweiten Folgeisolates
neben den bekannten vanA-tragenden VRE-Pulsotypen auch ein vanB-tragender
Pulsotyp beobachtet werden. Dies spiegelte sich auch in der MHKva wieder, die
bei diesem Pulsotyp mit 64 mg/l wesentlich niedriger lag, als die der Ubrigen
vanA-tragenden Pulsotypen desselben Patienten mit MHKva >256 mg/I.

Bei allen anderen Patienten mit wechselnden Pulsotypen blieb der van-Genotyp

innerhalb der Proben und tber den Beobachtungszeitraum konstant.
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3.5.2 Beschreibung der genetischen Verwandtschaft von VRE unter-
schiedlicher Patienten

Bei einigen Patienten waren einzelne oder alle identifizierten VRE-Pulsotypen

identisch mit Pulsotypen anderer Patienten, deren stationérer Aufenthalt meist

zeitgleich lag (zum Beispiel VRE-04-SS-A, VRE-05-UF-A, VRE-03-IN-C). Es

handelte sich hier somit um Besiedlungen durch denselben VRE-Stamm. Die

Transmission der VRE wahrend des stationaren Aufenthaltes ist wahrscheinlich.

A Abstrich 179

M2| 1 2| 3 4 5/6|7)|8 9 - - 12 (13|14 | 10 | 11
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B Abstrich 180

Ml1| 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 | 12 | 13 16

C Abstrich 233

Abbildung 20 A-C: Analyse der VRE-Populationsstruktur anhand von
PFGE: Exemplarische Darstellung identischer VRE-Pulsotypen bei unterschied-
lichen Patienten (VRE-03-IN, VRE-04-SS und VRE-05-UF). Es zeigte sich ein

89



Ergebnisse

PFGE-Typ, der in allen drei Patienten auftrat (gekennzeichnet durch weil3e Pfeil-
spitzen). Die Darstellung der Banden erfolgte durch Farbung mittels Red Safe;
M1/M2: MidRange PFG Marker.

3.6 PCR-basierter Nachweises des Invasivitdtsmarkers ptsD
Zhang et al. konnten zeigen, dass das Gen ptsD, welches fur ein Phosphotrans-
ferase-System kodiert, praferentiell bei invasiven E. faecium-Isolaten nachgewie-
sen werden kann. Kolonisierende E. faecium-Isolate hingegen waren in dieser
Studie vornehmlich ptsD-negativ (Zhang et al., 2013). Durch den PCR-basierten
Nachweis von ptsD in der hier untersuchten Stammsammlung sollte gepruft wer-
den, ob die Isolate dieser Population von E. faecium mit einer méglicherweise
hoheren Pathogenitat zugeordnet werden kdnnen. Es wurde jeweils ein Isolat
jedes der 67 distinkten Pulsotypen untersucht. ptsD konnte bei allen diesen
Stammen nachgewiesen werden. Der Hypothese von Zhang et al. folgend han-
delt es sich somit bei den hier untersuchten VRE um Isolate mit einem potentiell
hoheren pathogenen Potential.

3.7 Analyse der Empfindlichkeit von VRE-Isolaten gegentber
Glykopeptiden, Daptomycin und Linezolid im Verlauf

Der Nachweis einer genetischen Heterogenitat von VRE-Stammen im Darmmik-
robiom zu einem Zeitpunkt sowie im zeitlichen Verlauf lielR es mdglich erschei-
nen, dass hieraus auch eine Heterogenitat hinsichtlich der Empfindlichkeit von
VRE-Isolaten resultieren kénnte. Um diese Mdglichkeit zu untersuchen, wurde
an jedem Zeitpunkt der Isolierung die Empfindlichkeit jedes VRE-Pulsotyps ge-
prift (zugrunde gelegt wurde die strikte Definition eines PFGE-Typs, das heil3t,
die untersuchten VRE unterschieden sich in der PFGE um mehr als 7 Banden).
Wurden in einer Probe mehrere Isolate eines Pulsotyps gefunden, so wurde ein
reprasentatives Isolat zufallig fur die Empfindlichkeitsprifung ausgewahlt. Alle
VRE-Isolate wurden einer Empfindlichkeitsprtfung fir Vancomycin, Teicoplanin,

Linezolid und Daptomycin unterzogen. Um eine mdgliche Resistenzentwicklung
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in den klinischen Kontext zu setzen, wurde auch erhoben, welche Antibiotika die
jeweiligen Patienten im Beobachtungszeitraum erhalten hatten.

3.7.1 Untersuchung der Empfindlichkeit von VRE-Isolaten gegeniber Van-
comycin und Teicoplanin

Innerhalb der Gruppe vanA- oder vanB-positiver E. faecium kann es zu unter-
schiedlichen phéanotypischen Auspragungen der Glykopeptidresistenz kommen
(Almyroudis et al., 2011; Werner et al., 2012). Um eine mégliche Heterogenitat
der Glykopeptidempfindlichkeit innerhalb der Gruppe von Isolaten eines Patien-
ten zu dokumentieren, wurden alle Isolate jedes Patienten mittels E-Test unter-
sucht. Zunachst wurden die MHK der distinkten Pulsotypen innerhalb einer Probe
miteinander verglichen. Bei flinf Patienten konnten Unterschiede der MHKvarp
gemessen werden. Bei sechs von elf Patienten wiesen alle VRE-Pulsotypen in-
nerhalb der einzelnen Proben (unter Tolerierung von MHK-Streuungen um den
Faktor 2) die gleiche MHK auf.

Als Beispiel sei der Patient VRE-02-AK genannt. Hier zeigte der Pulsotyp VRE-
02-AK-176-D mit der MHKva 64 mg/l und der MHKtp 0,5 mg/l deutlich abwei-
chende Werte zu den anderen beiden Pulsotypen VRE-02-AK-176-A/B (MHKva
>256 mg/l und MHKtp 16—32 mg/l) aus derselben Probe. Der Pulsotyp D war im
Gegensatz zu allen anderen VRE-Pulsotypen dieses Patienten, die das vanA-
Gen trugen, vanB-positiv (vergleiche 3.5.1). Heterogene Vancomycin-MHK be-
zogen auf definierte Pulsotypen zeigen Tabelle 21 und Tabelle 22.

Tabelle 21: heterogene MHKva/e bei verschiedenen Pulsotypen (Probe 176
von Patient VRE-02-AK).

VRE-02-AK |Pulsotypen (n) | MHKvain mg/l MHK e in mg/l
PFGE-Typ A |7 >256 16
PFGE-TypB |4 >256 32
PFGE-TypD |1 64 0,5

In einem zweiten Schritt wurden die MHK in der longitudinalen Analyse vergli-

chen, um mogliche MHK-Anderungen innerhalb eines Pulsotyps uber die Zeit zu
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erfassen. Hier wurde eine Veranderung der MHKva nur bei einem einzigen Pulso-
typ beobachtet. So fand sich beim Pulsotyp B des Patienten VRE-14-RL in der
ersten gewonnenen Probe eine MHKva >256 mg/l, in der zweiten nur 64 mg/l. In
der dritten Probe wurde wieder eine MHKva >256 mg/l gemessen (vergleiche Ta-
belle 23).

Bei allen anderen Patienten fanden sich innerhalb eines Pulsotyps keine Veréan-
derung der Vancomycin-MHK.

Tabelle 22: Ubersicht tiber heterogene MHKvase innerhalb von Pulsotypen
aus einer Patientenprobe.

Bezeichnung VRE-Pulsotyp |MHKya in mg/l | MHK+e in mg/l
VRE-02-AK-A >256 16
VRE-02-AK-B >256 32
VRE-02-AK-C 64 0,5
VRE-03-IN-D >256 16
VRE-03-IN-E >256 64
VRE-03-IN-F >256 16
VRE-14-RL-A >256 0,5
VRE-14-RL-B >256 0,5-2
VRE-14-RL-D 16 1-2
VRE-14-RL-E >256 1
VRE-14-RL-F 32 2
VRE-19-HB-A 16 0,5
VRE-19-HB-B >256 0,5
VRE-19-HB-C 8 0,5
VRE-20-TN-A 64 0,5
VRE-20-TN-B 4 1
VRE-20-TN-C 64 0,5
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Tabelle 23: Veranderung MHKvare eines Pulsotyps Uber die Zeit (Proben
632, 633 und 639 von Patient VRE-14-RL).

VRE-

14-RL Probe 1 Probe 2 Probe 3
Pulso- 1y ika IMHKe [P0 IHKkua [ MHKe | PS5O | MKy in | MHK e
typen inmg/l |in mg/l typen in mg/l in mg/l typen mg/l in mg/l
(n) (n) (n)

PFGE-

TypB |2 >256 0,5 6 64 1 3 >256 2

3.7.2 Untersuchung der Empfindlichkeit von VRE gegeniber Daptomycin

Am haufigsten konnten Verédnderungen der Antibiotika-Empfindlichkeit gegen-

Uber Daptomycin beobachtet werden. Innerhalb der einzelnen Proben konnten

bei vier Patienten MHK-Unterschiede innerhalb der Pulsotypen festgestellt wer-

den (vergleiche Tabelle 25). Bei acht dieser Pulsotypen bedeutet dies einen

Wechsel von sensibel auf resistent innerhalb einer Probe.

Beispielsweise zeigte sich beim Patienten VRE-01-AP in Probe 117 vier verschie-

dene Pulsotypen mit einer MHKbppc von 4-16 mg/l (vergleiche Tabelle 24). Ein

Pulsotyp wurde damit als Daptomycin-sensibel eingestuft, wahrend bei den an-

deren dreien als resistent einzustufende Werte vorlagen.

Tabelle 24: heterogene MHKppc bei verschiedenen Pulsotypen (Probe 117
von Patient VRE-01-AP).

VRE-01-AP |Pulsotypen (n) |MHKppc
PFGE-Typ A |8 4
PFGE-TypB |1 16
PFGE-TypC |4 16
PFGE-TypD |1 8
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Tabelle 25: Ubersicht {iber heterogene MHKppc innerhalb Pulsotypen aus
einer Patientenprobe.

Bezeichnung VRE-Pulsotyp | MHKppc in mg/l
VRE-01-AP-A 4
VRE-01-AP-B 16
VRE-01-AP-C 16
VRE-01-AP-D

VRE-03-IN-A

VRE-03-IN-B

VRE-03-IN-C 4
VRE-03-IN-D 16
VRE-03-IN-E 32
VRE-03-IN-F 16
VRE-04-SS-A 8
VRE-04-SS-B

VRE-04-SS-C 16
VRE-04-SS-E 4
VRE-14-RL-B 16
VRE-14-RL-D 32
VRE-14-RL-E 64
VRE-14-RL-F 32

Hinsichtlich der longitudinalen Analyse kam es bei drei Patienten im Laufe des
stationaren Aufenthaltes zu einer Zunahme der MHKppc bei konstanten Pulsoty-
pen (vergleiche Tabelle 27). Alle drei Patienten waren wahrend eines stationaren
Aufenthaltes zwischen sieben und vierzehn Tagen mit Daptomycin behandelt
worden. Bei allen funf Pulsotypen dieser Patienten fand ein Wechsel von sensibel

auf resistent statt.

Beispielsweise fand beim Patienten VRE-14-RL beim Pulsotyp B eine Zunahme

von 4 auf 16 mg/l statt, beim Pulsotyp D von 4 auf 32 mg/l (vergleiche Tabelle
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26). Diese innerhalb des stationaren Aufenthalts des Patienten erworbene Dap-
tomycin-Resistenz kann vermutlich darauf zurtickgefuihrt werden, dass der Pati-
ent Uber einen einwdchigen Zeitraum (15.01.2015-22.01.2015) mit Daptomycin
behandelt wurde.

Tabelle 26: Veranderung MHKppc eines Pulsotyps tber die Zeit (Proben 632,
633 und 639 von Patient VRE-14-RL).

VRE-14-RL Probe 1 Probe 2 Probe 3
Pulsotypen | MHKppc | Pulsotypen | MHKppc | Pulsotypen | MHKppc
(n) in mg/l |(n) in mg/l |(n) in mg/l

PFGE-Typ

B 2 4 6 4 3 16

PFGE-Typ

D 1 4 0|n.a. 1 32

n.a.= nicht anwendbar, da kein Material vorliegend

Tabelle 27: Ubersicht tiber die Veranderung der MHKppc eines Pulsotyps

Uber die Zeit.

MHK ppc in mg/l
Bezeichnung Pulso-
typ Probe 1 |Probe 2 |Probe 3
VRE-04-SS-C 4 16 n.a
VRE-05-UF-A 4 16 n.a.
VRE-05-UF-B 4 16 n.a.
VRE-14-RL-B 4 4 16
VRE-14-RL-D 4 n.a. 32

n.a.=nicht anwendbar, da kein Material vorliegend

Insgesamt erhielten zwolf (60 %) der 20 Verlaufspatienten wéahrend ihres statio-
naren Aufenthaltes Daptomycin. Bei sieben der insgesamt 20 eingeschlossenen
Patienten (35 %) konnte unter allen Folgeabstrichen in der Gesamtschau aller
Pulsotypen eine Abnahme der Empfindlichkeit gegeniiber Daptomycin im Verlauf
des Beobachtungszeitraumes gemessen werden. Diese sieben Patienten hatten
im Verlauf des stationaren Aufenthaltes alle Daptomycin erhalten. Aul3erdem wa-

ren sie mit weiteren Antibiotika wie Cephalosporinen, Carbapenemen, Cotrimo-
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xazol, Metronidazol, Vancomycin, Linezolid und Gyrasehemmern behandelt wor-
den. Der Anteil von Patienten mit Zunahme der MHKppc an den mit Daptomycin

therapierten Patienten betrug damit 58,3 %.

3.7.3 Untersuchung der Empfindlichkeit gegentber Linezolid

Eine signifikante Veranderung der MHKLz konnte in diesem Untersuchungskol-
lektiv weder innerhalb der Pulsotypen einer Probe noch in der longitudinalen Ana-
lyse beobachtet werden.
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4 Diskussion

Detektion von VRE im klinischen Kontext

Das zunehmende Auftreten multiresistenter Erreger wie beispielsweise Vanco-
mycin-resistenter Enterokokken (VRE) stellt besonders fir stark Immunsuppri-
mierte ein hohes Risiko dar. Zu dieser Patientengruppen gehdren auch Stamm-
zelltransplantierte und intensivmedizinisch betreute Patienten. Gerade bei diesen
Patienten sind Infektionen mit VRE oftmals nur schwer beherrschbar, da diese
Erreger neben der Resistenz gegen Glykopeptide zahlreiche weitere Antibiotika-

resistenzen besitzen.

Um einer Verbreitung von VRE in Krankenh&usern vorzubeugen, ist die konse-
qguente Einhaltung von Hygieneregeln eine der wichtigsten Malinahmen. Dazu ist
es notwendig, VRE-kolonisierte Patienten rechtzeitig — méglichst sofort bei Auf-
nahme in die Klinik — zu identifizieren. Hierdurch kénnen dann umgehend kran-
kenhaushygienische MaRnahmen eingeleitet werden, um so die Ubertragung auf
andere Patienten zu verhindern (Kampmeier et al., 2017).

Daten, die im Kontext der Ausbreitung von Methcillin-resistenten Staphylococcus
aureus (MRSA) gewonnen wurden, zeigen, dass das aktive Screening von Pati-
enten bei Aufnahme die Ausbreitung von Erregern mit endemischem Potential
bereits erfolgreich einddmmen kann (Kéck et al., 2014; Faron et al., 2016). Vor
dem Hintergrund eines zielgerichteten Ressourceneinsatzes gilt jedoch, dass
dieser Effekt nicht fur alle multiresistenten Erreger beobachtet wird, fur die ein
Screening etabliert ist. Dies liegt unter anderem daran, dass die Sensitivitat ein-
zelner Screeningmethoden erheblich variiert und der Erfolg einer Screeningmal3-
nahme von Faktoren wie zum Beispiel der Pravalenz eines Erregers im Untersu-
chungsumfeld abhangig ist. In Bereichen mit hoher VRE-Pravalenz stellt das
Routine-Screening bei Aufnahme eine besonders effektive Malinahme dar. In
Bereichen mit niedrigen Pravalenzen oder solchen ohne Hochrisikopopulation
sind die Kosten umfassender Screeningmal3nahmen gegentber dem nur gerin-
gen Benefit in der Regel nicht zu rechtfertigen. Nach aktueller Datenlage scheint
aktives Screening kosteneffizient zu sein, wenn pro Jahr ein bis zwei VRE-BIut-

strominfektionen verhindert werden kénnen (Faron et al., 2016). Der Benefit von
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passivem Screening fur reduzierte VRE-Pravalenzen und geringe Infektionsraten

ist nach aktueller Datenlage bisher kaum effizient (Perencevich et al., 2004).

Eine Studie konnte zeigen, dass aktives Aufnahmescreening von Patienten einer
Intensivstation die Inzidenz von VRE-Infektionen um 39 % reduzieren konnte
(Perencevich et al., 2004). Eine retrospektive Studie zeigte, dass in einem Kran-
kenhaus der USA mit wochentlichem Screening aller stationaren Patienten eine
2,1-fach niedrigere Rate an VRE-Bakteriamien vorlag als im Vergleichskranken-
haus ohne wdchentliches Screening (Price et al., 2003). In Krankenhausern, in
denen der Kolonisationsstatus von Patienten nicht bekannt ist, kommt es ver-
mehrt zu Ubertragungsereignissen (Faron et al., 2016). Dariiber hinaus gibt es
Belege daflir, dass das Routinescreening von Stuhlkulturen in Kombination mit
Handhygiene und Isolation kolonisierter Patienten die Rate der Besiedlungen in

nur drei Jahren um bis zu 80 % reduzieren kann (Matsushima et al., 2011).

Derzeit stellt der kulturelle Nachweis mittels Selektiv-Indikatormedien den Gold-
standard des Nachweises oder Ausschlusses einer enteralen VRE-Kolonisation
dar. Diagnostisches Prinzip ist hierbei die Hemmung des Wachstums anderer
Bakterienspezies und Forderung des Wachstums von VRE. Zur Materialgewin-
nung dienen in der Regel Rektalabstriche oder Stuhlkulturen (Klare et al., 2012a).
Die diagnostische Giute solcher Screeningmedien variiert allerdings erheblich mit
der Zusammensetzung des Agars. So ermdéglichen einige Medien auch das
Wachstum von Non-VRE-Spezies, darunter vor allem Hefen und Enterokokken
mit einer intrinsisch herabgesetzten Empfindlichkeit gegentiber Glykopeptidanti-
biotika (vanC) (Delmas et al., 2007; Cuzon et al., 2008; Suwantarat et al., 2014).
Dieses Non-VRE-spezifische Wachstum interferiert mit einer raschen VRE-Diag-
nostik, denn in der Regel ist fir den definitiven Nachweis oder Ausschluss eine
VRE-Zusatzdiagnostik notwendig. Diese umfasst nicht nur die Speziesidentifika-
tion, sondern auch eine Empfindlichkeitsprifung. Die hieraus resultierende Ver-
z6gerung des Diagnostikprozesses erhoht die Wahrscheinlichkeit der Verbrei-
tung von VRE in der Patientenumgebung und damit der Ubertragung auf andere
Patienten. Auch ein rascher kalkulierter Therapiebeginn bei Infektionen durch
VRE wird verzdgert und das Outcome der Patienten verschlechtert (DiazGrana-
dos und Jernigan, 2005b; Cheah et al., 2013).
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Um die Detektionszeit und -kosten von Vancomycin-resistenten Enterokokken
maoglichst niedrig zu halten, sind hochspezifische Indikatormedien, die gleichzei-
tig einen hohen Negative Predictive Value aufweisen, notwendig. Als traditionelle
Screeningmedien werden Galle-Askulin-haltige Nahrbdden eingesetzt. Galle-
salze unterdrucken hierbei das Wachstum Gram-negativer Erreger, wéhrend
Enterokokken durch Askulinspaltung und nachfolgende Schwarzfarbung der Ko-
lonie diskriminiert werden kénnen. Die Zeit bis zur Bestatigung eines VRE auf
einem solchen Agar betragt in der Regel 72 Stunden. In den letzten Jahren wur-
den zunehmend chromogene Nahrboden entwickelt, um die VRE-Detektionszeit
zu verkirzen. Diese sind in der Lage, durch spezifische Farbreaktionen E. fae-
calis und E. faecium von anderen Spezies zu unterscheiden. Werden solche Me-
dien direkt mit Patientenmaterial inokuliert, kann ein positives Ergebnis innerhalb

von 24 Stunden vorliegen.

In der Literatur sind Untersuchungen dokumentiert, die einzelne Nahrmedien be-
zuglich ihrer Performance miteinander vergleichen (Asir et al., 2009; Grabsch et
al., 2008; Peltroche-Llacsahuanga et al., 2009; Ongut et al., 2013; Suwantarat et
al., 2014; Gouliouris et al., 2016). Diese Untersuchungen zeigen die diagnosti-
sche Uberlegenheit chromogener Selektivnahrbéden gegeniiber Galle-Askulin-
basierten. So liegt die Sensitivitdt chromogener Selektivnahrbéden zwischen 90
und 99 %, wahrend fir Galle-Askulin-basierte Medien durchschnittliche Sensiti-
vitdten von 85 % angegeben werden. Fir die Spezifitat chromogener Medien sind
Werte bis zu 99 % beschrieben, fiir Galle-Askulin-haltige Medien oft nur Werte
von 70-75 % (Anderson et al., 2013; Suwantarat et al., 2014).

In der vorliegenden Arbeit wurden der Galle-Askulin-basierte VRE-Selektivagar
mit den neueren chromogenen Medien chromID VRE Agar und Brilliance VRE
Agar hinsichtlich ihrer Sensitivitat, Spezifitat, ihres NPV und PPV verglichen. Ziel
war es, das Selektiv-Indikatormedium mit der besten diagnostischen Perfor-
mance zu identifizieren. Hierzu wurden prospektiv Abstrichmaterialien des Rou-
tinescreenings in einem Risikokollektiv (VRE Préavalenz 8,22%) mittels dieser drei
Medien parallel untersucht. Verglichen mit den anderen beiden N&hrmedien wies

der VRE-Selektivagar nach 48-stiindiger Bebritungszeit deutliche Defizite in
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Spezifitat und Positive Predictive Value. So lag die Spezifitdat des VRE-Selektiva-
gars 25,4 Prozentpunkte unter der des Brilliance VRE-Agars und 38,56 Prozent-
punkte unter der des chromID VRE Agars. Bezogen auf den PPV war der VRE-
Selektivagar dem Brilliance VRE-Agar um 18,75 Prozentpunkte unterlegen, dem
chromID VRE Agar um 49,53 %. Diese Tendenz lie3 sich bereits nach 24-stin-
diger Inkubation erkennen. Der VRE-Selektivagar war dabei jedoch der einzige,
der bereits nach 24-stiindiger Bebrutung eine 100-prozentige Sensitivitat erzielte.
Bei beiden anderen N&ahrmedien war eine Inkubationszeit von 48 Stunden erfor-
derlich, um alle VRE zu detektieren. Als Selektivagar mit der grof3ten diagnosti-
schen Gute konnte der chromID VRE Agar identifiziert werden, gefolgt vom Bril-
liance VRE Agar. Der chromID VRE Agar zeigte nach 48 Stunden Inkubationszeit
eine Sensitivitat und einen Negative Predictive Value von 100 %. Die Spezifitat
lag bei 95,28 %, der Positive Predictive Value bei 66,67%. Im Gegensatz zu Su-
wantarat et al. konnte in der vorliegenden Studie gezeigt werden, dass die Uber-
legenheit des chromID VRE Agar gegentber anderen Medien statistisch signifi-
kant ist (Suwantarat et al., 2014).

Mit den hier erzielten Ergebnissen vergleichbare Befunde wurden fir den
chromID VRE Agar auch im Zuge eines Krankenhausausbruchs mit dem vanA-
positiven E. faecium-Stamm BCT-1 erzielt (Besiedlungspravalenz im Untersu-
chungskollektiv: 6,6 %). Die Sensitivitat des chromID VRE Agars wurde hierbei
mit 96,9 % berechnet. Nach einer Inkubationszeit von 48 Stunden betrug die Spe-
zifitat 99,4 % fur den chromID VRE Agar, der PPV 91,4 %. Dabei betrugen die
getrennt ermittelten PPV 96,8 % fur VREem und 50,0 % fur VREEss (Cuzon et al.,
2008). Peltroche-Llacsahuanga et al. konnten fir den chromID VRE Agar eine
Sensitivitat von 98,2 % und eine Spezifitdt von 97,5 % zeigen. In einer anderen
Studie konnte fur den chromID VRE Agar eine Spezifitdt von 99,7 % (95 % KiI
98,3-100 %) bei einer Sensitivitat von 94,9 % (95 % Kl 91,0-95,9 %) und einem
PPV von 98,9 % (95 % Kl 94,8-99,9 %) sowie einem NPV von 98,3 % (95% KI
97,0-98,7%) nachgewiesen werden (Peltroche-Llacsahuanga et al., 2009; Su-
wantarat et al., 2014). Die hier vorgelegte Studie zeigt, dass die Spezifitat des
chromID VRE Agar um 13,16 Prozentpunkte hther lag als die des Brilliance VRE

Agars, welcher wiederum dem VRE-Selektivagar um 25,4 % Uberlegen war.
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Eine Studie verglich den chromID VRE Agar mit dem VRE-Selektivagar. Hierbei
konnte nach 48 Stunden Inkubation und nach Anreicherung eine Sensitivitat von
83,3 % fur den chromID VRE Agar nachgewiesen werden, wohingegen diese fur
den VRE-Selektivagar nur bei 77,8 % lag (Asir et al., 2009).

Grabsch et al. verglichen einen anderen Galle-Askulin-basierten Agar ebenfalls
mit dem chromID VRE Agar. Sie fanden eine &hnliche Performance nach 48-
stindiger Bebritungszeit. Dabei lag die Sensitivitdt des chromID VRE Agar bei
90,2 %, die des Galle-Askulin-haltigen bei 86,8 %. Entgegen den Beobachtungen
der hier vorgelegten Studie lag die Sensitivitat des chromID VRE Agars nach 24
Stunden Inkubationszeit um 18 % hoher als die des Galle-Askulin-basierten
Agars (Grabsch et al., 2008).

Im Rahmen von Untersuchungen, die die Performance des Brilliance VRE Agars
der des chromID VRE Agars gegenuberstellen, konnte fur den Brilliance VRE
Agar eine Sensitivitdt von 95 % nach 24 Stunden und 100 % nach 48 Stunden
ermittelt werden. Die Spezifitat lag bei 80,4 % (87,1 % nach 24 Stunden), der
PPV bei 38,5 % (47,5 % nach 24 Stunden) und der NPV bei 100 % (99,3 % nach
24 Stunden) (Ongut et al., 2013). Auch Gouliouris et al. verglichen die Perfor-
mance von Brilliance VRE- und chromID VRE Agar. Sie fanden eine vollstandige
Unterdrickung vanC-tragender Spezies. Bezuglich der Sensitivitdt fanden sie
ahnliche Werte fur beide Medien. Die volle Sensitivitat wurde in dieser Studie erst
nach 48-stiindiger Bebritungszeit erreicht: Sie betrug beim chromID VRE Agar
29 % nach 24 Stunden Inkubation und 82 % nach 48 Stunden sowie beim Brilli-
ance VRE Agar 41 % nach 24 Stunden und 85 % nach 48 Stunden Inkubation.
In dieser Studie wies der Brilliance VRE Agar somit abweichend zu den Ergeb-
nissen der hier vorgelegten Studie nach 48-stiindiger Bebritung mit Anreiche-
rung eine hohere Spezifitat auf als der chromID VRE Agar (Gouliouris et al.,
2016). Wijesuriya et al. wiesen ubereinstimmend mit den Ergebnissen unserer
Studie fur den chromID VRE Agar nach 48-stindiger Inkubationszeit eine hohere
Sensitivitat (94 %) als fur Brilliance VRE (83 %) nach (Wijesuriya et al., 2014).
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In der vorliegenden Studie wuchsen auf allen drei Selektiv-Indikatormedien Non-
VRE Spezies, deren Nachweis die Spezifitat des Screenings negativ beein-
flusste. Die chromogenen Néhrbdden Brilliance VRE Agar und chromID VRE
Agar zeigten dabei eine deutlich bessere Performance in der Unterdriickung von
Non-VRE als der VRE-Selektivagar.

Suwantarat et al. verglichen finf chromogene Nahrboden und einen Galle-Asku-
lin-haltigen Agar. Dabei fanden sich auf dem Galle-Askulin-basierten Agar in 16,5
% aller Proben Non-VRE-Spezies, wahrend es auf den chromogenen Medien nur
0,9 bis 5,6% waren (Suwantarat et al., 2014). Diese Unterschiede sind neben der
Askulin-Positivitat anderer Bakterienspezies erklarbar durch die meist hohere

Konzentration von Vancomycin in chromogenen Medien (8—-10 pg/ml).

Pediococcus spp. stellten in unserer Studie eine der haufigsten Ursachen fir ein
falsch-positives Ergebnis da. Besonders betroffen war dabei der VRE-Selektiva-
gar. Pediococcus spp. gelten als opportunistische Erreger bei immunsupprimier-
ten Patienten, besitzen eine intrinsische Resistenz gegentber Vancomycin und
werden vermutlich durch eine antibiotische Vancomycin-Therapie selektiert.
Auch in anderen Studien traten sie als falsch-positive Erreger auf dem chromID
VRE Agar auf (Peltroche-Llacsahuanga et al., 2009). Neben Pediococcus spp.
sind E. gallinarum, E. casseliflavus und Leuconostoc spp. Spezies mit low-level-
Vancomycin-Resistenz, die Askulin-positiv und auf entsprechenden Nahrmedien
morphologisch kaum von E. faecium und E. faecalis abgrenzbar sind. Ahnlich zu
unseren Ergebnissen konnte in anderen Studien gezeigt werden, dass sowohl
der Brilliance VRE- als auch der chromID VRE-Agar Enterokokken mit intrinsi-
scher Vancomycin-Resistenz wie E. gallinarum und E. casseliflavus nahezu voll-
standig unterdrticken (Wijesuriya et al., 2014; Gouliouris et al., 2016). Galle-
Askulin-basierte Medien weisen hingegen haufiger positive Ergebnisse fiir vanC-
tragende Enterokokken auf (Suwantarat et al., 2014). Gleichermal3en konnte in
anderen Studien die zuverlassigere Unterdriickung von Lactobacillus spp. durch
den chromID VRE Agar gezeigt werden (Asir et al., 2009).
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Zu den Bakterienspezies, deren Wachstum offenbar nur in geringem Malf3e durch
den chromID VRE Agar unterdruckt wird, zahlen die Hefen. Auch in anderen Stu-
dien wurde das vermehrte Auftreten von Hefewachstum bei einer Inkubationszeit
von 48 Stunden auf dem chromID VRE Agar beobachtet. In einer Studie waren
46,5 % der Non-VRE, die ebenfalls in Enterokokken-typischer Farbe gewachsen
waren, Candida-Spezies (Delmas et al., 2007; Grabsch et al., 2008). Candida
spp. wurden in unserer Studie am zuverlassigsten durch den Brilliance VRE Agar
unterdriickt. Gleiches galt fir die Unterdriickung des Wachstums Gram-negativer
Erreger. Vancomycin-sensible Enterokokken sowie weitere Gram-positive Erre-
ger wurden am zuverlassigsten durch den chromID VRE Agar unterdrickt. Auf
dem Brilliance VRE Agar wurde die gro3te Anzahl Vancomycin-sensibler Entero-
kokken detektiert. Da Uber die tatsachliche Vancomycin-Konzentration in diesem
Nahrmedium vom Hersteller keine Angaben gemacht werden, vermuteten wir,
dass die Konzentration im Brilliance VRE Agar deutlich geringer ist als im chro-
mID VRE Agar. In Populationen mit hoher Pravalenz an VSE eignet sich dieser

Agar somit weniger zur Detektion von VRE als der chromID VRE Agar.

Ubereinstimmend mit anderen Studien konnte gezeigt werden, dass die Spezifi-
tat und der Positive Predictive Value aller drei Selektiv-Indikatormedien nach
48 Stunden Bebritung geringer waren als nach 24 Stunden. Dies ist auf die For-
derung des Wachstums zusatzlicher Bakterien durch verlangerte Bebritungs-
dauer zurickzufuhren. Delmas et al. beschrieben bereits, dass der
chromID VRE Agar nach Inokulation mit Anreicherungsbriihe nach 24 Stunden
Inkubation eine Spezifitat von 95,13 %, nach 48 Stunden von nur noch 89,04 %
aufwies. Der PPV sank von 31,43 % auf 16,92 % (Delmas et al., 2007; Grabsch
et al., 2008; Wijesuriya et al., 2014; Gouliouris et al., 2016).

Fur die Interpretation der Ergebnisse ist zu beriicksichtigen, dass in der hier vor-
liegenden Studie die vanA-Pravalenz (6,85 %) deutlich héher lag als die Pra-
valenz vanB-tragender VRE (1,37 %). Wie in der Literatur beschrieben, wiesen
auch in unserer Studie vanB-positive Enterokokken niedrigere MHKva auf als
vanA-positive Isolate. VRE mit MHK zwischen 4 und 8 mg/l sind auf Selektiv-
medien kulturell in der Regel nur schwer nachzuweisen (Courvalin, 2006; Adler

et al., 2010). So beschrieben einige Studien, dass Screening-Medien fur vanB-
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positive Stamme mit niedriger MHK flr Vancomycin (<16 mg/l) im Vergleich zu
vanA-positiven Stamme mit héherer MHK deutlich herabgesetzte Sensitivitat auf-
weisen (Adler et al., 2010; Wijesuriya et al., 2014). Der geringe PPV fir vanB-
tragende VRE in Screening-Untersuchungen hangt vermutlich mit der recht ho-
hen Pravalenz von vanB-Genen in anderen intestinalen Mikroorganismen zu-
sammen (Rathe et al., 2010). AulRerdem enthalten die chromogenen Nahrmedien
meist Vancomycin-Konzentrationen um 8 mg/lI und kénnen somit das Wachstum
von low-level-resistenten VRE unterdriicken. Erstaunlicherweise wurden in un-
serer Studie alle durch die PCR identifizierten vanB-positiven VRE-Isolate auch
kulturell nachgewiesen — auch jene, deren MHKva unter 16 mg/l lag, obwohl der
chromID VRE Agar eine Vancomycin-Konzentration von 8 mg/l enthalt. Daraus
schlossen wir, dass, anders als von Adler et al. beschrieben, durch den chromID
VRE Agar auch vanB-tragende Enterokokken recht zuverlassig detektiert werden
konnen (Adler et al., 2010). Dies deckt sich mit Befunden von Klare et al., die
zeigten, dass vanB-Isolate durch chromID VRE Agar (124/129) und Brilliance
VRE Agar (121/129) ahnlich zuverlassig nachgewiesen werden konnten (Klare
et al., 2012b).

Die charakteristische Einfarbung von E. faecium- und E. faecalis-Kolonien ist im
Hinblick auf die Spezifitdt von beachtlicher Bedeutung. Es zeigte sich hier, dass
eine Speziesnachtestung bei den chromogenen Medien in den wenigsten Fallen
notwendig war, wenn die Kolonien die Enterokokken-typischen Farben Turkis o-
der Lila aufwiesen. In diesen Fallen handelte es sich tatsachlich meist um die
entsprechende Spezies E. faecalis oder E. faecium. Lediglich einzelne Candida-
Spezies zeigten auf dem chromID VRE Agar eine Enterokokken-ahnliche Far-
bung. Durch MALDI-TOF ist jedoch eine rasche Differenzierung ohne relevanten

Zeitverlust mdglich.

Eine Limitation dieser Studien stellt das alleinige Auftreten von VREEm dar. Im
gesamten Untersuchungskollektiv traten keine VREEss auf, sodass keine Verglei-
che beziglich des Wachstums dieser beiden Spezies untereinander angestellt
werden konnten. Das lUberwiegende Auftreten von VREEem deckt sich mit der all-
gemeinen Verteilung von VREem und VREEess in der Bevolkerung (Song et al.,
2009).
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Zusammenfassend kann festgestellt werden, dass kulturelle Screeningmethoden
unverzichtbar sind, um im station&ren Bereich mit Hochrisikopopulationen VRE-
Besiedlungen zu erkennen und die Ausbreitung von VRE einddmmen zu kénnen.
Es konnte gezeigt werden, dass chromogene Screeningmedien (Brilliance VRE-
und chromID VRE Agar) dem Galle-Askulin-basierten VRE-Selektivagar in der
Detektion von VRE signifikant tberlegen sind. chromID VRE Agar stellt eine si-
chere Methode zur Detektion dieser Bakterienspezies dar und ermdglicht die Dis-
kriminierung von E. faecium und E. faecalis. Gleichzeitig werden das Wachstum
von Non-VRE und damit teure Anschlussdiagnostik durch aufwéndige Speziesi-
dentifikation gering gehalten. Chromogene Screeningmedien, insbesondere
chromID VRE Agar, kénnen die Dauer der Identifikation eines Keimes deutlich
reduzieren. In den meisten Fallen kann durch ihren Einsatz bei positivem kultu-
rellen Befund mit Identifikation von Enterokokken auf die nachfolgende Empfind-
lichkeitstestung gegentber Vancomycin mittels E-Test verzichtet werden, da die
meisten VSE von vorneherein im Wachstum gehemmt werden. Klare et al. zeig-
ten in diesem Zusammenhang sogar, dass die Performance chromogener Scree-
ning-Medien besser ist, als die der E-Test-Methode (Klare et al., 2012b).
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Analyse der Populationsstruktur von VRE beim Menschen

Zur Diagnostik von Ausbriichen und Transmissionsprozessen im stationaren Be-
reich, welche durch denselben Keim verursacht werden, wird im klinischen Alltag
die Pulsfeldgelelektrophorese (PGFE) eingesetzt. Bei Haufungen von Infektionen
mit demselben Erreger innerhalb einer Station wird sie standardméafRig verwen-
det, um DNA-Muster verschiedener VRE-Isolate miteinander zu vergleichen.
Dazu wird eine Kultur des Erregers angelegt und aus dem Bakterienrasen eine
einzelne der als VRE identifizierten Kolonien ausgewahlt. Diese wird mittels
PFGE analysiert und mit einer anderen in der Regel ebenso zufallig ausgewéahl-

ten Kolonie aus der Probe eines anderen Patienten verglichen.

Im Laboralltag dieser Routine-Diagnostik konnte im Institut fir Medizinische Mik-
robiologie, Virologie und Hygiene des UKE beobachtet werden, dass die VRE-
Besiedlungstypen einzelner Patienten im Verlauf der Untersuchungen nicht kon-
stant waren. So wiesen VRE-Isolate von Patienten in Folge-Abstrich-Untersu-
chungen mitunter andere PFGE-Bandenmuster auf als im urspringlichen Ab-

strich.

Didelot et al. beschrieben ausfuhrlich, dass eine genetische Variabilitat fur bak-
terielle Pathogene innerhalb eines Wirtsorganismus existiert. Dies bedeutet, dass
unterschiedliche Klone desselben Erregers mit variablen Eigenschaften in einem
Individuum auftreten (sogenannte within-host-diversity) (Didelot et al., 2016).

Zum Nachweis solcher genetischen Variabilitat innerhalb eines Wirtsorganismus
dienen bisher vorwiegend molekulare Methoden wie Pulsfeldgelelektrophorese
(PFGE), Analyse von Mikrosatelliten-DNA (variable-number tandem repeats —
VNTR), Multi-locus-Enzym-Elektrophorese (MLEE) und Multi-Locus-Sequence-
Typing (MLST). Beispielsweise konnte mittels PFGE gezeigt werden, dass
Mischkolonisationen aus unterschiedlichen genetischen Linien bei S. aureus eine
Rolle spielen (Cespedes et al., 2005). Andere Studien konnten within-host-diver-
sity unter anderem fur K. pneumoniae (Mathers et al., 2015) und B. dolosa (Lie-
berman et al., 2013), nachweisen. Fur VRE liegen bisher keine Untersuchungen
zu within-host-diversity vor, sodass diese Arbeit einen Beitrag zur Aufschliisse-

lung klonaler Strukturen von Enterokokken leistet.
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Auf Grundlage der oben genannten Beobachtungen stellten wir uns die Frage,
ob auch fir VRE eine within-host-diversity beschrieben werden kann. Dabei galt
es zu klaren, ob Patienten tatsachlich nur mit einem VRE-Klon besiedelt sind,
oder ob im Rahmen von genetischer Variabilitat zu einem bestimmten Zeitpunkt
das Auftreten unterschiedlicher VRE-Klone im menschlichen Darm mdglich ist.
Zu diesem Zweck wurden VRE-kolonisierte KMT-Patienten (knochenmarkstrans-
plantiert) Gber die Dauer ihres stationdren Aufenthaltes beobachtet. Mittels PFGE
wurden die VRE-Isolate derjenigen Patienten, von denen im Verlauf des Aufent-
haltes mehrere VRE-positive Proben gewonnen werden konnten, analysiert. Da-
bei wurde fir die PFGE-Analyse nicht — wie in der Routinediagnostik tiblich — nur
eine Kolonie ausgewahlt, sondern es wurden vierzehn VRE-Kolonien jeder ein-

zelnen Patientenprobe miteinander verglichen.

Bei diesen Untersuchungen zeigte sich, dass bei 20 Patienten, bei denen Folge-
materialien gewonnen werden konnten, 35,48 % (weiche Diversitatskriterien) der
Proben VRE mit heterogenen PFGE-Mustern enthielten. Auch unter Anlage der
strengeren Kriterien war dies immerhin bei 17,74 % der Proben der Fall. In den
anderen Proben wurden homogene Kolonisationsmuster durch identische Pulso-
typen beobachtet. Nichtsdestotrotz zeigen die hier erhobenen Befunde, dass Pa-

tienten mit unterschiedlichen VRE-Pulsotypen kolonisiert sind.

Within-host-diversity entsteht durch eine Vielfalt an Mechanismen. Innerhalb ei-
nes Wirtsorganismus kann es zu unterschiedlichsten genetischen Veréanderun-
gen in Populationen von Pathogenen kommen. Dazu gehdren zum Beispiel ein-
fache Punkt-Mutationen, homologe Rekombination von Genabschnitten, Ge-
nomdegradation, genetische Dirift, horizontaler Gentransfer oder auch Hypermu-
tation. Hypermutanten entstehen, wenn DNA-mismatch-repair-Systeme in ihrer
Funktion gestort werden. Sie zeichnen sich durch eine besonders hohe Rate an
Punktmutationen aus. Fir die Entstehung von within-host-diversity ist dann zum
einen die Mutationsrate fir Mutationen, die dem Pathogen einen Selektionsvorteil
verschaffen, relevant, zum anderen die Qualitat des Uberlebensvorteils. Mutati-

onen, die dem Erreger einen Selektionsvorteil gegeniiber anderen Mutanten oder
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dem Wildtyp verleihen, ermdglichen ihm, sich in passenden Nischen innerhalb
des Wirtes anzusiedeln (Taddei et al., 1997).

Einen anderen wichtigen Faktor in der Entstehung von within-host-diversity stellt
die Transmission dar. Erreger kdnnen durch simultane Ubertragung multipler ge-
netischer Linien durch denselben Donor in einen Wirtsorganismus gelangen und
dort ein neues Reservoir fur within-host-diversity bilden. Mdglich ist jedoch
ebenso, dass within-host-diversity das Ergebnis zweier oder mehrerer separater
Ubertragungsereignisse durch unterschiedliche Donoren abbildet (Worby et al.,
2014) (vergleiche Abbildung 21). Dieser Mechanismus kdnnte auch bei den hier
untersuchten Patienten eine Rolle spielen und wirde erklaren, warum es inner-
halb kurzer Zeit zu dramatischen Anderungen der VRE-Populationsstruktur
kommt. In der Tat konnten auch eindeutige Belege fir VRE-Ubertragungsereig-
nisse zwischen einzelnen Patienten innerhalb der hier untersuchten Population

gefunden werden.
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Abbildung 21: within-host-evolution eines Bakteriums: Oben links im Bild ist
ein Wirt mit einer heterogenen Kolonisation durch einen Erreger dargestellt. Er
Ubertragt einen oder mehrere Klone aus seinem Kolonisations-Pool (blau) auf
einen anderen Patienten. Der Transmissionsprozess stellt dabei eine Art ,Fla-
schenhals” dar, da nur eine Teilmenge der Klone Ubertragen wird. Innerhalb des
neuen Wirtes kommt es zu Mutationen (orange, rot). Die Population wéchst.
Durch einen Selektionsprozess kann es zur Dominanz mutierter Klone kommen
(rot). Erfolgt eine zweite Ubertragung eines anderen Klons durch einen weiteren
Wirt (griin), kann es zur Rekombination von Klonen kommen, die zur Ausbildung
neuer Klone fthrt (lila). Diese kénnen dann wiederum auf andere Patienten tber-
tragen werden oder bei erhdhter Virulenz verglichen mit dem Ausgangsklon zu
schweren Infektionen fiihren, hier Septikamie (Didelot et al., 2016).

Aus der Beobachtung heterogener Kolonisationstypen ergab sich die Frage, ob

und inwiefern sich diese innerhalb eines Individuums im Verlauf des stationaren

Aufenthaltes veranderten. Aus diesem Grund wurden die vierzehn VRE-Pulsoty-

pen einer Patientenprobe mit allen je vierzehn VRE-Pulsotypen der folgenden

und vorangegangenen Abstrich-Untersuchungen desselben Patienten vergli-

chen. Dabei zeigten 55 %, beziehungsweise 25 % unter Anlage des strengen

Bewertungsmal3stabes, eine heterogene Besiedlung mit unterschiedlichen VRE-
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Pulsotypen. Bei 45 % der Patienten, beziehungsweise 75 %, wurden konstante
Populationen der VRE-Pulsotypen beobachtet. Diese Patienten boten in der
PFGE-Analyse Uber die gesamte Dauer des stationdren Aufenthaltes denselben
VRE-Pulsotyp dar.

Die Anzahl der verschiedenen VRE-Pulsotypen innerhalb einer Patientenprobe
variierte. Der Verwandtschaftsgrad heterogener Typen eines Patienten war

ebenfalls von unterschiedlicher Auspragung.

Weiterfuhrend fragten wir uns, ob bei einer heterogenen VRE-Kolonisation ein
dominanter VRE-Pulsotyp existiert, der im Verlauf des Krankenhausaufenthaltes
und unter Antibiotika-Therapie andere VRE-Pulsotypen verdrangt, oder ob hin-
gegen die Besiedlung mit unterschiedlichen VRE-Pulsotypen quantitativ zu-
nimmt. Dazu wurde jeweils die Anzahl aller unterschiedlichen VRE-Pulsotypen
jeder Probe eines Verlaufspatienten mit heterogenem Kolonisationsmuster ermit-
telt. Es fanden sich keine einheitlichen Trends im Besiedlungsverhalten. Auch
wenn bei der Mehrheit der beobachteten Patienten eine Zunahme der Anzahl an
VRE-Pulsotypen zu beobachten war, lasst sich tUber das tatsachliche Besied-
lungsverhalten anhand dieser Daten nur wenig aussagen, da die Gruppe VRE-
positiver Patienten mit Verlaufsanalyse zu klein war und die Veranderungen der
Anzahl der VRE-Pulsotypen keinen deutlichen Trend erkennen lassen. Es ist auf
der Basis unserer Beobachtungen jedoch nicht anzunehmen, dass es durch
quantitativ dominierende Typen zu einer Verdrangung anderer VRE-Pulsotypen
kommt. Wahrscheinlicher ist, dass die Fluktuation der Besiedlung durch VRE an

die individuelle Darmflora und multiple au3ere Faktoren gebunden ist.

Aus der Beobachtung des Auftretens heterogener VRE-Populationen innerhalb
eines Individuums ergab sich die Frage, in welchen Eigenschaften sich die VRE-
Pulsotypen voneinander unterscheiden. Im Rahmen dieser Fragestellung wurde
zunachst mittels van-PCR fur jeden erstmalig aufgetretenen abweichenden VRE-
Pulsotyp Uberpruft, welchem van-Genotypen dieser VRE-Pulsotyp zuzuordnen
war. Hier zeigte sich, dass auch bei heterogenen Kolonisationsmustern der van-
Genotyp innerhalb einer Probe tber den Beobachtungszeitraum konstant blieb.

Bei einem einzigen Patienten konnte innerhalb eines Folgeabstrichs neben den
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bekannten vanA-tragenden VRE-Pulsotypen auch ein vanB- tragender VRE-
Pulsotyp beobachtet werden. Dieser vanB- tragende VRE-Pulsotyp wies dabei in
der Empfindlichkeitstestung eine wesentlich geringere MHKva als die Ubrigen
vanA-tragenden VRE-Pulsotypen. Aus diesen Beobachtungen lasst sich ablei-
ten, dass ein van-Genotypen-Switch oder das Hinzutreten von VRE-Pulsotypen
anderer van-Genotypen im Mikrobiom nicht diblich zu sein scheint. Dass eine pa-
rallele Kolonisation durch unterschiedliche van-Typen maoglich ist, I&sst sich je-

doch nicht ausschlieRen.

Zur weiteren Analyse, in welchen Eigenschaften sich die Klone voneinander un-
terscheiden, wurde gepruft, ob fur die verschiedenen VRE-Klone auch unter-
schiedliche Resistenzmuster vorlagen. Es wurden die Empfindlichkeiten der be-
obachteten VRE-Pulsotypen gegentber den Antibiotika Vancomycin, Teicopla-
nin, Linezolid und Daptomycin ermittelt. Dazu wurden die MHK aller VRE-Pulso-
typen aus den Proben bestimmt, in denen sie das erste und das letzte Mal auf-

getreten waren.

Bei den meisten Patienten konnte unter Beriicksichtigung geringer Streuungen
innerhalb einer Probe eine konstante Verteilung der MHK der verschiedenen
VRE-Pulsotypen gegeniber den vier Antibiotika gezeigt werden. Bei 20 % der
Patienten kam es zu relevanten Veranderungen der MHKuva, bei allen anderen
blieben die MHKva konstant. Am héaufigsten konnten Veranderungen in der MHK
fur Daptomycin nachgewiesen werden. Bei 35 % der 20 VRE-positiven Ver-
laufspatienten wurde eine Abnahme der Empfindlichkeit gegeniber Daptomycin
beobachtet. Diese betraf sowohl die VRE-Pulsotypen innerhalb einer Probe als
auch homogene Klone im Zeitverlauf. Die within-host-diversity von VRE stellt so-
mit eine Herausforderung fir die korrekte Bestimmung der Antibiotika-Empfind-
lichkeit und folglich die Einleitung gezielter antibiotischer Therapien dar. Es
konnte gezeigt werden, dass innerhalb eines Wirtes VRE-Klone mit unterschied-
lichen Resistenzmustern fir Antibiotika auftreten. Wird in der Diagnostik nur ein
einzelner VRE-Klon identifiziert und seine Antibiotika-Sensibilitat getestet, be-
steht folglich die Méglichkeit, VRE-Klone mit abweichenden MHK zu Ubersehen.
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Dies kann dazu fuhren, dass die eingeleitete antibiotische Therapie nicht aus-
reicht, um alle VRE-Klone zu erfassen. Auch besteht die Mdglichkeit, dass ein
Patient a priori sowohl mit sensiblen, als auch mit bereits resistenten Enterokok-
ken-Stammen kolonisiert ist. In diesem Fall ware bei reiner Testung des sensib-
len Stammes die eingesetzte antibiotische Therapie mdglicherweise ebenfalls

unzureichend.

In der vorliegenden Studie konnte nicht eindeutig nachgewiesen werden, dass es
in heterogenen VRE-Populationen zur Dominanz jener VRE-Klone kam, die sich
in ihrem Resistenzmuster von dem der anderen Klone unterschieden. Es ist je-
doch anzunehmen, dass VRE-Klone mit hohen MHK bei Selektionsdruck unter
antibiotischer Therapie einen Uberlebensvorteil haben und es im Verlauf zur Do-
minanz dieser Typen kommt. Ebenso ist anzunehmen, dass in Bereichen, in de-
nen wenig Antibiotika eingesetzt werden, resistente Klone eher zugunsten des
Wildtyps verdrangt werden, da Resistenzbildung mit hohen Kosten fir Bakterien
einhergeht. So wird davon ausgegangen, dass Resistenz-tragende Elemente in
Enzymen die Effizienz von Replikation und Transkription reduzieren, da sie auf-
wandiger herzustellende Stoffwechselprodukte darstellen (Comas et al., 2011;
Didelot et al., 2016).

Wir stellten uns die Frage, ob die Abnahme der Empfindlichkeit einzelner VRE-
Klone bei den untersuchten Patienten durch eine Therapie mit dem entsprechen-
den Antibiotikum zustande gekommen war. Aus diesem Grund wurde erfasst,
welche Antibiotika die Patienten wéhrend ihres stationaren Aufenthaltes erhalten
hatten. Es zeigte sich, dass alle Patienten, bei denen eine Zunahme der MHKppc
beobachtet wurde, im Verlauf des stationaren Aufenthaltes mit Daptomycin be-
handelt worden waren. Insgesamt fand sich bei 58,3 % der Verlaufspatienten
eine Zunahme der MHKppc. Damit ist deutlich erkennbar, dass der Einsatz von
Daptomycin in der Therapie von VRE zu einer zunehmenden Resistenzbildung
dieses Erregers fuhrt. Da es sich bei Daptomycin um ein Reserveantibiotikum in
der Therapie von VRE handelt, sollte die Verwendung von Daptomycin somit

stets restriktiv erfolgen. Im Falle eines zu grof3ziigigen Einsatzes besteht hier die
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grof3e Gefahr der Selektion von Daptomycin-resistenten VRE mit einem Wirkver-
lust dieses Antibiotikums. Eine Abnahme der Sensibilitat von VRE gegenuber
Daptomycin unter entsprechender antibiotischer Therapie konnte bereits in an-
deren Studien beobachtet werden (Ruckert, 2015).

Auf Basis der Zusammenschau unserer Beobachtungen stellten wir uns die
Frage, inwiefern die PFGE eine zuverlassige Methode in der Diagnostik klinischer
Ausbriche darstellt. Es lasst sich festhalten, dass within-host-diversity dazu fuh-
ren kann, dass Transmissionsereignisse zwischen Patienten falsch gedeutet und
Ubertragungsketten verkannt werden. Diese Gefahr besteht vor allem dann,
wenn nur ein einzelnes Genom eines pathogenen Erregers in einem Wirt unter-
sucht wird. In der vorliegenden Studie konnte gezeigt werden, dass dieses Risiko
fur Kolonisation und Infektionen mit VRE besteht. So konnte bei einigen Patien-
ten, deren stationarer Aufenthalt zeitgleich lag, das Auftreten identischer VRE-
Pulsotypen beobachtet werden. Es ist hochwahrscheinlich, dass eine Transmis-
sion einzelner Klone innerhalb dieser Patientengruppe stattgefunden hat. Bei den
betroffenen Patienten konnten neben dem patiententibergreifend isolierten VRE-
Pulsotyp noch weitere heterogene Pulsotypen isoliert werden. Diese unterschie-
den sich in >7 Banden von dem VRE-Pulsotyp, den alle Patienten gemeinsam

hatten, sodass eine genetische Verwandtschaft unwahrscheinlich ist.

Fur die Diagnostik birgt diese Beobachtung folgende Problematik: Bei alleiniger
Auswahl eines einzelnen VRE-Klons kolonisierter Patienten, besteht das Risiko
rein zufallig jene auszuwahlen, deren Anzahl an Bandenunterschieden >7 Ban-
den betragt. Eine genetische Verwandtschaft wirde somit abgelehnt und die
identischen VRE-Pulsotypen wirden Ubersehen. Zum anderen besteht die
Schwierigkeit der zeitlichen Zuordnung der Ubertragungsprozesse beziehungs-
weise ihrer Ausbreitungsrichtung. Anhand der PFGE-Diagnostik ist es nicht mog-
lich, Donor und Akzeptor eines VRE-Klons auszumachen. Ebenso bleibt speku-
lativ, ob in den kolonisierten Patienten bereits eine within-host-diversity vorlag
oder ob ihr heterogenes Kolonisationsmuster allein durch Transmission und Neu-

Mutationen zustande gekommen ist (vergleiche auch Abbildung 22).
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Abbildung 22: Darstellung des Effektes von within-host-diversity auf die Di-
agnostik von Transmissionsprozessen und Ausbrichen: Gegeben seien die
Patienten A, B und C, die jeweils durch VRE besiedelt sind. Durch PFGE kann
gezeigt werden, dass Patient A eine heterogene Kolonisation aus zwei verschie-
denen VRE-Klonen (orange, rot) aufweist. Einen dieser Klone Ubertragt er auf die
Patienten B und C (vertikale Pfeile). Durch Mutationsprozesse kommt es nun in-
nerhalb der Patienten B und C wiederum zur Ausbildung einer within-host-diver-
sity (gelb, beige). Wird fur die Ausbruchsdiagnostik nur ein einzelner VRE-Klon
herangezogen (in diesem Beispiel A: rot, B: gelb, C: beige), ist es mdglich, bei
niedrigem Verwandtschaftsgrad der Klone den gemeinsamem Ursprung der Ko-
lonisation der Patienten B und C durch den Patienten A zu verkennen (Didelot et
al., 2016).

So kann keine Aussage dariber getroffen werden, ob beispielsweise Patient
VRE-05-UF zunachst den Patienten VRE-03-IN infiziert hat und dieser dann wie-
derum zuféllig denselben VRE-Pulsotyp auf den Patienten VRE-04-SS Ubertra-

gen hat. Da der Patient VRE-05-UF ein homogenes Kolonisationsmuster auf-
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weist, ist es jedoch wahrscheinlicher, dass er in zwei unabh&ngigen Transmissi-
onsereignissen seinen VRE-Pulsotyp an die Patienten VRE-03-IN und VRE-04-
SS weitergegeben hat. Ob in diesen Patienten bereits eine within-host-diversity
vorlag oder ob ihr heterogenes Kolonisationsmuster durch Neu-Mutationen zu-
stande gekommen ist, bleibt spekulativ (vergleiche auch Abbildung 20, Abbildung
22).

Die Variation der VRE-Pulsotypen von VRE-besiedelten Patienten stellt folglich
eine Problematik fur die Erkennung stationarer Ausbrtiche mittels PFGE dar, be-
ziehungsweise erschwert die Zuordnung einzelner Patienten zu einem solchen.
Um die Ausbruchsdiagnostik mittels PFGE sicher beurteilen zu kbnnen, misste
man die Typisierung also fir mehrere VRE-Kolonien durchfiihren. Im klinischen
Alltag wirde dies bedeuten, dass eine héhere Zahl an VRE-Kolonien in die PFGE
eingeschlossen und mit denen anderer Patienten verglichen werden musste.
Dies stellt einen kaum tragbaren technischen und zeitlichen Aufwand dar. Es
empfiehlt sich somit, Gber den Einsatz alternativer Methoden nachzudenken bei-

spielsweise der Sequenzierung.

In den letzten Jahren gewann das whole-genome-sequencing (WGS) durch zu-
nehmende Reduktion von Kosten und Bearbeitungszeit stark an Bedeutung fur
die Typisierung bakterieller Pathogene (Loman et al., 2012). Durch WGS-ba-
sierte Studien konnte gezeigt werden, dass Bakterien in der Lage sind, sich mit-
tels within-host-diversity an sehr spezifische Bedingungen innerhalb eines Wirtes
anzupassen (Didelot et al., 2016). Die Auspragung der within-host-diversity vari-
iert dabei von Erreger zu Erreger stark. Hohe Auspragungsgrade sind zum Bel-
spiel fur H. pylori (~ 30 Mutationen pro Jahr pro Genom) (Didelot et al., 2013)
niedrige fur S. aureus (Young et al., 2012), C. difficile (Didelot et al., 2012; Eyre
et al., 2013; He et al., 2012) und M. tuberculosis (~ 0,5-8 Mutationen pro Jahr
pro Genom) (Ford et al., 2011; Walker et al., 2013) beschrieben. Einzelne Studien
legen nahe, dass within-host-Adaption das Potential besitzt, Krankheitsverlaufe
unterschiedlich zu beeinflussen. In einer Studie an M. tuberculosis konnte ge-
zeigt werden, dass eine genetische Linie eher fur Reinfektionen pradisponierte,

wahrend eine andere Linie vermehrt Rickfalle bei den Patienten verursachte
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(Guerra-Assuncao et al., 2015). Inwiefern Re-Kolonisation durch einzelne VRE-
Pulsotypen eine Rolle spielt, ist schwierig zu beurteilen, da ein negativer VRE-
Screening-Befund nicht automatisch bedeutet, dass ein Patient seinen VRE voll-
standig verloren hat. Bei Verdrangung resistenter Enterokokken-Stamme durch
den Wildtyp bei ausbleibendem Selektionsdruck kann VRE unter die Nachweis-
grenze sinken. Vorubergehend negative Befunde werden dann wieder positiv,
wenn sich die VRE-Dichte der gastrointestinalen Besiedlung bei erneuter Antibi-
otikatherapie wieder erhoht (bei KMT-Patienten haufig durch wiederholte Che-
motherapie-Zyklen mit Antibiotika-Gabe) (Simon et al., 2004). Ob ein Befund auf-
grund dieses Mechanismus wieder positiv geworden ist, oder ob es sich um eine
Neu-/Reinfektion mit demselben VRE-Pulsotyp handelt, kann anhand von PFGE-

Diagnostik nicht beurteilt werden.

Um Therapien besser anpassen zu kénnen und Ubertragungsprozesse verste-
hen und eindammen zu kénnen, ist es unabdingbar, mehr Einblicke in Mutationen
innerhalb von VRE-Populationen, ihre Adaptationsprozesse, ihr evolutionares
Potential und ihre Ubertragung zu gewinnen. Dazu stellt das WGS eine unver-
zichtbare Methode dar, denn molekulare Techniken wie PFGE kénnen immer nur
eine kleine Menge des genetischen Materials untersuchen. Bertcksichtigt man
die within-host-diversity in diagnostischen Prozessen, zum Beispiel durch die Se-
quenzierung mehrerer bakterieller Isolate innerhalb eines Wirtes, die entweder
gleichzeitig oder in der longitudinalen Analyse gesammelt wurden, kénnen Trans-
missionsprozesse zuverlassiger rekonstruiert werden. Einschrankend muss je-
doch beachtet werden, dass durch hohe genetische Variabilitat die Anzahl der

Optionen fur stattgehabte Transmissionsprozesse steigt.

Aus der Beobachtung unserer Studie, dass einzelne Patienten mit heterogenen
VRE-Klonen mit unterschiedlichen Resistenzmustern besiedelt sein kénnen,
ergab sich die Frage, welche Konsequenzen sich fur den klinischen Alltag erge-
ben. Zur Unterbrechung der Transmission von VRE und von Infektionsketten sind
Hygienemalinahmen zwingend erforderlich. Derzeit werden zwischen Standard-
hygienemal3nahmen (Stufe I) und Isolierungsmafldnahmen (Stufe Il) unterschie-

den. Bei mit VRE kolonisierten Patienten, die nicht zur Risikopopulation gehéren,
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sind die StandardhygienemalRnahmen in der Regel ausreichend. Zu diesen Mal3-
nahmen gehoren das Tragen von Handschuhen, die hygienische Handedesin-
fektion, das Tragen von Schutzkitteln bei Umgang mit kontaminiertem Material
und die Flachendesinfektion von sanitdren Anlagen und der nahen Patientenum-
gebung. Bei Nicht-Risikopatienten wird eine organisatorische oder raumliche Iso-
lierung gemal} Stufe Il derzeit nur bei Ausbriichen empfohlen.

Als Risikogruppen fir VRE-Infektionen sind derzeit hamatologisch-onkologische
Patienten, Lebertransplantationsstationen, Dialysestationen und die Neonatolo-
gie klassifiziert. Mit Patienten in diesen Bereichen sollte stets nach den Hygiene-
mafnahmen der Stufe Il verfahren werden, um das Transmissionsrisiko zu mini-
mieren. Die Stufe Il sieht neben den Standardhygienemal3nahmen der Stufe |
eine organisatorische oder raumliche Isolierung mit Kittelpflege vor (Mutters et
al., 2013b).

Zu den Hygiene-Empfehlungen gehért auch die Kohortenisolation (Mutters et al.,
2013b). Kohortenisolation sieht die gemeinsame Unterbringung von Patienten
mit identischem Krankheitserreger vor. Basierend auf den Beobachtungen der
vorliegenden Arbeit stellten wir uns die Frage, ob Kohortenisolation tatséchlich
eine geeignete MalRnahme zur Einddmmung der Transmission von VRE darstellt,
wenn bei Patienten innerhalb einer Ausbruchskohorte heterogene VRE-Klone
vorliegen. So ist es im Rahmen eines Ausbruchs mdglich, dass Patienten mit
dem Ausbruchsklon besiedelt sind, jedoch weitere VRE-Klone in ihrer Darmflora
tragen, die keinen oder einen niedrigeren Verwandtschaftsgrad mit dem fir den
Ausbruch verantwortlichen Klon besitzen. Auf Grundlage unserer Beobachtun-
gen ist auch die Mdglichkeit anzunehmen, dass im Verlauf des Ausbruchs wei-
tere VRE-Klone hinzutreten. Diese kdnnen dann auf andere Patienten in der Aus-
bruchskohorte tbertragen werden, was wiederum bei unterschiedlichen Resis-
tenzmustern die Sanierung beziehungsweise die erfolgreiche antibiotische The-
rapie fur einzelne Patienten erschweren kann und somit fiir ein schlechteres Out-

come sorgt.

Patienten mit VRE-Infektionen sollten aufgrund der wechselhaften Resistenz-

muster von VRE-Klonen also nur dann in einer Kohortenisolierung untergebracht
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werden, wenn ausgeschlossen werden kann, dass sie neben dem fur den Aus-
bruch verantwortlichen VRE-Klon auch mit weiteren VRE-Klonen besiedelt sind.
Andernfalls kann eine wechselseitige Transmission mit unterschiedlich resisten-
ten Stdmmen unterschiedlicher Virulenz und weiteren, den Krankheitsverlauf be-
einflussenden Faktoren nicht ausgeschlossen werden. Um eine Kolonisation mit
weiteren VRE-Klonen vollstandig auszuschlie3en, misste aber eine enorm hohe
Zahl an VRE-Klonen aus einer Patientenprobe untersucht werden. Inwiefern dies

im klinischen Alltag realisierbar ist, bleibt zu diskutieren.

Zu diskutieren waren anschlieRend an die vorliegende Studie unter anderem fol-

gende Fragen:

- Was sind die Bedingungen fur das Auftreten von within-host-diversity bei
VRE? Welche endogenen und exogenen Faktoren beglnstigen eine he-
terogene VRE-Kolonisation aus verschiedenen Pulsotypen innerhalb ei-
nes Individuums? Und welche Faktoren sind dafir verantwortlich, dass
eine homogene Besiedlung durch einen einzelnen VRE-Pulsotyp Uber
lange Zeit persistieren kann, ohne dass neue Klone hinzutreten?

- Welche Rolle spielen within-host-Adaptationsprozesse von VRE in der Be-
einflussung des Verlaufs von Infektionen? Lassen sich Aussagen Uber un-
terschiedliche Virulenzgrade bei VRE-Kolonisation mit homogenem oder
heterogenem Besiedlungsmuster treffen? Gibt es unterschiedliche Viru-
lenzauspragungen innerhalb heterogener VRE-Pulsotypen eines Wirtes?

- Welche Bedingungen fordern die Zunahme von Virulenz einzelner VRE-
Pulsotypen innerhalb eines Wirtes, welche die Abschwéachung?

- Welche Methoden kénnen dazu beitragen, Transmissionsprozesse zuver-

l&ssig zu rekonstruieren?

Limitierend fur diese Studie ist sicherlich, dass nur eine begrenzte Anzahl an Ko-
lonien einer VRE-Kultur ausgewéhlt werden konnten. Unsere Ergebnisse lassen
vermuten, dass im Darm der Patienten mit heterogener Population weitere VRE-
Klone vorkamen, die durch die zufallige Auswahl von vierzehn Kolonien nicht er-

fasst wurden.
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Limitierend sind auf3erdem die kurze Dauer des Beobachtungszeitraums und die
teils nur geringe Anzahl an Verlaufsproben, die miteinander verglichen werden
konnten. Bei einer Pravalenz von VRE von circa 10 % in Deutschland (European
Centre for Disease Prevention Control, 2017) missten an dieser Stelle noch gro-
Rere Kollektive untersucht werden, um belastbarere Ergebnisse zu erhalten. Es
l&sst sich jedoch festhalten, dass bereits in diesem kleinen Untersuchungskollek-

tiv eine ausgepragte Heterogenitat der VRE-Klone beobachtet werden konnte.

Bei Betrachtung der Ergebnisse der vorliegenden Studie ist weiterhin zu bertck-
sichtigen, dass das ausgewahlte Patientenkollektiv aus Stammzelltransplantier-
ten und Immunsupprimierten eine Patientengruppe darstellt, bei der — verglichen
mit anderen Patienten — ein gro3erer Einsatz von Antibiotika besteht. Dies erhoht
den Selektionsdruck, was vermuten lasst, dass in diesem Kollektiv vermehrt zu
Resistenzen neigende Erreger zu finden sind. In der vorliegenden Studie bei
KMT-Patienten deckte sich jedoch die Pravalenz von VRE-Kolonisation mit der

bundesweiten.
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5 Zusammenfassung

Immunsupprimierte Patienten gehoren zum Risikokollektiv fur Kolonisation und
konsekutive Infektionen mit Vancomycin-resistenten Enterokokken. Uber intesti-
nale Kolonisationsmuster von VRE beim Menschen ist bisher nur wenig beschrie-
ben. Daher galt es in der vorliegenden Arbeit zu klaren, wie sich das VRE-Kolo-
nisationsmuster bei Stammzelltransplantierten darstellt, inwiefern es sich im
Laufe eines stationédren Aufenthaltes verandert und in welchen Eigenschaften
sich heterogene Kolonisationstypen unterscheiden. Es konnte gezeigt werden,
dass Patienten sowohl mit klonal identischen als auch mit klonal unterschiedli-
chen VRE-Pulsotypen besiedelt sein konnen. Die Anzahl heterogener Kolonisa-
tionstypen ist hier variabel. Kolonisationstypen kénnen unterschiedliche Empfind-
lichkeitsgrade gegenuber den Antibiotika Vancomycin, Teicoplanin, Daptomycin
und Linezolid aufweisen und diese im Verlauf eines stationaren Aufenthaltes, vor
allem unter Selektionsdruck durch Antibiotika-Therapie, auch verandern. Zudem
sind heterogene Kolonisationsmuster durch unterschiedliche van-Genotypen in-

nerhalb eines Individuums maglich.

Ein weiteres Ziel der Arbeit bestand darin, kultur-basierte Screening-Indikatorme-
dien zur Detektion von VRE flr den klinischen Alltag mit méglichst hoher Sensi-
tivitat und Spezifitat zu identifizieren. Dies soll den Anteil falsch-negativer Scree-
ning-Ergebnisse und aufwandige Anschlussdiagnostik zur Speziesidentifikation
minimieren und damit eine rasche Isolation VRE-kolonisierter Risiko-Patienten
sowie einen zilgigen Therapiebeginn ermdglichen und so das Outcome verbes-
sern. Im Vergleich dreier VRE-Selektivnahrbdden hinsichtlich ihrer diagnosti-
schen Giute zeigte sich in dieser Arbeit eine deutliche Uberlegenheit chromoge-
ner Screening-Medien gegentiber Askulin-basierten Nahrbéden. Chromogene
Screening-Medien sind zudem in der Lage, aufgrund des Féarbeverhaltens eine
zuverlassige Spezieszuordnung zwischen E. faecium und E. faecalis zu ermdgli-
chen. Die hdchste diagnostische Gite konnte fur den chromID VRE Agar nach-

gewiesen werden.
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Das Verkennen von Transmissions- und Ausbruchsereignissen, welches durch
heterogene Kolonisationsmuster begunstigt wird, stellt insbesondere fur Immun-
supprimierte wie zum Beispiel stammzelltransplantierte Patienten eine Gefahr
dar. Es ist weitere Forschung nétig, um molekulargenetische Methoden zur se-
lektiven und zuverlassigen Detektion von VRE zu etablieren, welche die PFGE in
der Diagnostik von Transmissions- und Ausbruchsereignissen kinftig ablésen
werden. Diese Arbeit stellt nur einen Anfangsbaustein in der Analyse intestinaler
VRE-Kolonisation dar. Fur ein umfassendes Verstandnis sowie die optimale Di-
agnostik und Therapie sind dagegen weiterfihrende Untersuchungen von VRE-
Kolonisationsmustern und den genetischen und phanotypischen Unterschieden

heterogener Klone unabdinglich.
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6 Abstract

Colonization and subsequent infection with VRE especially occur in immunocom-
promised patients and other high-risk populations. Little is known as of yet about
the colonization patterns of VRE in the human intestine. In this study the variation
of the colonization pattern of VRE in stem-cell-transplanted patients during hos-
pitalization was investigated by pulsed-field-gel-electrophoresis and the charac-
teristics of heterogeneous colonization types were examined. Patients were col-
onized with both clonal homogenous and heterogeneous types of VRE, showing
a various amount of PFGE-types. These types presented various levels of antibi-
otic susceptibility to vancomycin, teicoplanin, daptomycin and linezolid. The level
of antibiotic susceptibility changed in an individual during the hospitalization. Col-
onization by heterogenous van-genotypes in an individual was also observed in

this study.

This study also aims to identify a cultured-based screening-method for detection
of VRE in clinical practice. Therefore the performance of esculin-based VRE-Sel-
ektiv-Agar, Brilliance VRE Agar and chrom ID VRE agar were systematically com-
pared with special regard to selectivity, specificity, positive and negative predic-
tive value. The rate of false negative results as well as expensive identification of
species are to be minimized in order to enable the rapid isolation of VRE-colo-
nized high-risk-patients as well as the rapid start of antibiotic treatment for a better
outcome. The chromogenic media performed better than the esculin-based me-
dium in detection of VRE in stool specimens after an overnight enrichment step
and a 24 to 48-h incubation period. Chrom ID Agar performed better than Bril-
liance VRE agar.

In this investigation evidence is presented that the PFGE represents an insecure
method for the detection of transmission and outbreak events. Further research
is necessary to establish molecular genetic methods for the detection of VRE,
which may replace PFGE in diagnostics. Further investigation of VRE coloniza-
tion patterns and the genetic and phenotypic characteristics of heterogeneous

clones are necessary for optimal diagnosis and treatment.
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