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1. Einleitung

1.1 Die Gattung Enterococcus

1.1.1 Taxonomie

Die Gattungen Enterococcus wird der Familie der Enterococcaceae zugeordnet,
der auch die Gattungen Melissococcus, Tetragenococcus und Vagococcus
angehoéren (Ludwig et al. 2009). Enterokokken wurden bereits 1899 durch
Thiercelin beschrieben (Thiercelin 1899). 1903 erhielten zwar die Gattung
Enterococcus und die zugehérige Spezies Enterococcus proteiformis ihren
Namen, sie zahlte aber vorerst noch zu den Gruppe D Streptokokken
(Thiercelin und Jouhaud 1903, Teixeira et al. 2007). 1906 erfolgte anhand
morphologischer Eigenschaften die Einteilung und Namengebung einiger
Streptokokkenpezies, darunter Streptococcus faecalis (Andrewes und Horder
1906). Vergleiche der 16S rRNA zeigten spater, dass es sich bei diesen
vermeintlichen Streptokokken aber um eine eigenstandige Gattung handelte,
die ndher verwandt mit Vagococcus, Tetragenococcus und Carnobacterium als
mit dem Genus Streptococcus war (Teixeira et al. 2007). 1984 forderten
Schleifer und Kilpper-Bélz daher die Zuordnung von Streptococcus faecalis und
faecium zum Genus Enterococcus und die Umbenennung in Enterococcus
faecalis beziehungsweise faecium (Schleifer und Kilpper-Bélz 1984). Die
Gattung Enterococcus wurde infolgedessen neu definiert. Die heutige Gattung
Enterococcus besteht aus der damaligen Gattung Enterococcus und den spéater
umbenannten sogenannten Fé&kalstreptokokken (Teixeira et al. 2007). lhr
gehoren derzeit 46 Spezies an, mit den bekanntesten Vertretern Enterococcus
faecalis, E. faecium, E. casseliflavus, E. durans und E. gallinarum (Leibniz-
Institut DSMZ-Deutsche Sammlung von Mikroorganismen und Zellkulturen
GmbH 2013).

1.1.2 Eigenschaften

Enterokokken sind grampositive Kokken, die sich Katalase negativ verhalten
und sich entweder als einzelne, parchenformige oder als kurze Ketten
anordnen. Nach vierundzwanzigstiindiger Bebritung auf Blutagarmedium
haben die Kolonien in der Regel einen Durchmesser von ein bis zwei

Millimetern. Die zugehérigen Spezis zeigen auf Blutagarplatten eine o-, B- oder
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keine Hamolyse. Ungeféhr ein Drittel der Enterococcus faecalis erzeugen eine
B-Hamolyse (Teixeira et al. 2007). Enterokokken sind fakultativ anaerob. Die
optimale Wachstumstemperatur liegt bei 35-37 °C. Vermehrung kann aber auch
noch bei 10 °C oder 45 °C mdglich sein (Ludwig et al. 2009). Enterokokken
wandeln, ohne Gasproduktion, Glukose in Milchsdure um. Die meisten Spezies
weisen Resistenzen gegenuber hohen NaCl-Konzentrationen bis 6,5 % auf,
sind Cytochromoxydase negativ, hydrolysieren Aesculin in der Gegenwart von
Gallensalzen, produzieren Leucin Aminopeptidase bei der Hydrolyse von
Leucin-B-Naphthylamid und bilden Pyrrolidonyl Arylamidase bei der Hydrolyse
von L-Pyrrolidonyl-B-Naphthylamid. In der Regel sind Enterokokken
unbeweglich. Einige Spezies, wie E. casseliflavus und E. gallinarum sind
hingegen motil. Eine Fahigkeit zur Pigmentbildung besitzen E. casseliflavus, E.
gilvus, E. mundtii, E. pallens und E. sulfureus (Teixeira et al. 2007).

1.1.3 Vorkommen von Enterokokken

Enterokokken sind in der Natur weit verbreitet und kommen unter anderem auf
Pflanzen, in der Nahrung, im Wasser, bei Tieren und bei Menschen vor. Im
Saugerorganismus sind sie bevorzugt im Gastrointestinaltrakt aufzufinden und
bilden hier die Gberwiegende Anzahl der vorhandenen grampositiven Kokken.
Daher zahlen sie auch zu den Indikatorerregern bei der Qualitatskontrolle von
Lebensmitteln und von Trinkwasser (Teixeira et al. 2007). Beim Menschen
gehdren Enterokokken zur physiologischen Darmflora. Sie kdnnen auch
transient im oropharyngealen oder vaginalen Bereich und auch auf der Haut
nachgewiesen werden (Reinert und Lutticken 2004). E. faecalis und E. faecium
sind die beim Menschen am haufigsten vorkommenden Enterokokken (Maiwald
2012). Andere Spezies, wie zum Beispiel E. casseliflavus, E. durans oder E.
gallinarum, werden seltener nachgewiesen (Teixeira et al. 2007). Einige
Enterokokken kommen bevorzugt bei bestimmten Wirten vor, zum Beispiel E.

gallinarum bei Hihnern (Maiwald 2012).
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1.2 Enterokokken als Verursacher von Infektionen beim

Menschen

1.2.1 Allgemeine Epidemiologie von Enterokokkeninfektionen
Enterokokken zahlen zu den opportunistischen Erregern. Infektionen betreffen
vorwiegen daltere, immunsupprimierte oder lange hospitalisierte, antimikrobiell
vorbehandelte Patienten (Teixeira et al. 2007, Song et al. 2009). Enterokokken
z&hlen mittlerweile zu den dritt- bis vierthaufigsten Erreger von nosokomialen
Infektionen in Deutschland (Klare et al. 2011). Auch in anderen Landern, unter
anderem den USA, spielen Enterokokken eine zunehmende Rolle im
nosokomialen Bereich (Ramaswamy et al. 2013). 1998 betrug der Anteil der E.
faecium-lsolate bezogen auf alle untersuchten Enterokokkenisolate in
Krankenhausern Mitteleuropas 9,3 %. Dieser Wert stieg im Jahr 2001 auf 15,7
%. 2004 betrug der Anteil bereits 24,4 %, stieg 2007 auf 33,9 % und erreichte
41,4 % im Jahr 2010 (Klare et al. 2012b). Die grof3te klinische Relevanz unter
den Enterokokken besitzen E. faecalis, verantwortlich fir 70-90 %, und E.
faecium, verantwortlich fur 5-30 % der Enterokokkeninfektionen, wobei dieses
Verhéltnis regionale Unterschiede zeigen kann und in einigen Kliniken der
Anteil der E. faecium bis zu 40 % betragt (Klare et al. 2011, Robert Koch-Institut
2013). Andere Enterokokkenspezies werden in entsprechend geringerer
Haufigkeit nachgewiesen (Maiwald 2012). Aufgrund ihres verbreiteten
Vorkommens, vor allem im Gastrointestinaltrakt, kénnen endogene Infektionen
begilnstigt werden. Im Rahmen von Schmier- oder Kontaktinfektionen kann der
Erreger von Mensch zu Mensch Ubertragen werden. Dies hat besondere
Relevanz bei Enterokokken mit Antibiotikaresistenzen, da durch eine
Ubertragung das Risiko der Verbreitung von Resistenzen besteht (Tacconelli
und Cataldo 2008, Maiwald 2012).

Unter den antibiotikaresistenten Enterokokken spielen Stdamme mit
Unempfindlichkeit gegentber den Glykopeptidantibiotika Vancomycin und
Teicoplanin bisher die grof3te klinische Rolle. Das Vorkommen von
Vancomycin-resistenten Enterokokken (VRE) wurde 1988 erstmals in Europa
und 1989 in den USA beschrieben. In Europa vermutete man die Gabe von
Avoparcin an lebensmittelliefernde Tiere als Ursache fur die Verbreitung von

Vancomycin-resistenten Enterokokken in der Bevdlkerung. Insbesondere der
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Kontakt zu tierischen Exkrementen und Lebensmitteln tierischen Ursprungs
schien dies zu begunstigen. Durch das Reservoir an VRE-Tragern, die durch
Kontakt zu anderen Personen den Erreger verbreiteten, konnten VRE
vermutlich in den hospitalen Bereich gelangen (Leclercq et al. 1988, Uttley et al.
1988, McDonald et al. 1997, Muto et al. 2003, Yu et al. 2003). In Europa
erhartete sich der Verdacht, dass der Einsatz von Avoparcin Einfluss auf die
Verbreitung von VRE gehabt hatte (McDonald et al. 1997). 1996 wurde dem
Antibiotikum die Zulassung als Leistungsforderer flr Tiere entzogen, da man
durch die Foérderung von Glykopeptidresistenzen eine Einschrankung in den
Therapiemoglichkeiten in der Humanmedizin beflrchtete (Bundesinstitut fur
Risikobewertung 1996, Willems et al. 1999, Lebreton et al. 2013, Rice 2013). In
den USA dokumentierte man im Jahr 1989 erstmals das Vorkommen von VRE.
Von Januar 1989 bis Marz 1993 nahm die Zahl der Enterokokken, die mit
nosokomialen Infektionen in Verbindung gebracht wurden und sich resistent
gegenuber Vancomycin zeigten, zu (Centers for Disease Control and
Prevention 1993, McDonald et al. 1997). Die nosokomiale Pravalenz stieg in
den USA von 0,3 % im Jahr 1989 auf 7,9 % im Jahr 1993 (Coque et al. 1996).
Eine Untersuchung an 304 Personen aul3erhalb des Krankenhaussettings
zeigte hingegen keine Besiedlung mit VRE. Dies legte die Vermutung nahe,
dass in der gesunden Bevolkerung der USA, anders als in Europa, keine VRE
verbreitet waren. Als Grund hierflir vermutete man das Verbot von Avoparcin fur
den Gebrauch beim Tier in den USA. Als Ursache fir die Verbreitung von VRE
im hospitalen Bereich machte man in den USA die orale Gabe von Vancomycin
zur Therapie einer Clostridium difficile Diarrhoe verantwortlich, da VRE
hierdurch einen Selektionsvorteil erhielten und sich so vermehren konnten.
Auch andere Antibiotika, insbesondere Metronidazol oder Cephalosporine
standen im Verdacht, eine Selektion von VRE zu férdern (McDonald et al. 1997,
Willems et al. 1999, Rice 2013).

In Europa nahm die Pravalenz von VRE trotz des Verbots von Avoparcin im
Laufe der Jahre zu. In einer europaischen Studie aus dem Jahr 1997 wiesen
2,9 % der klinischen E. faecium-Isolate eine Resistenz gegenltber Vancomycin
auf (Schouten et al. 1999). In Deutschland bestatigten Studien die Relevanz

von VRE im klinischen Bereich. Von 78 im Jahr 1998 im Rahmen einer
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multizentrischen Studie der Arbeitsgemeinschaft ,Resistenz® der Paul-Ehrlich-
Gesellschaft fur Chemotherapie e.V. untersuchten E. faecium-Isolaten zeigten
5,1 % eine Resistenz gegenuber Vancomycin (Kresken et al. 2000). Eine 1999
in Berlin durchgefuhrte Studie analysierte die Pravalenz einer VRE-Besiedlung
in verschiedenen Personengruppen. Es zeigte sich, dass die Pravalenz einer
VRE-Kolonisierung bei Studenten mit 0,9 %, tUber ambulante Patienten mit 4,2
% und hospitalisierte Patienten mit 1,8 % bis zu intensivpflichtigen Patienten mit
16,3 % anstieg. Als begunstigende Faktoren fir eine VRE-Besiedlung stellten
sich Faktoren wie Unterbringung in einer Universitatsklinik oder ein Alter tber
60 Jahre heraus (Wendt et al. 1999). Eine in der Zeit von Januar 2000 bis
Dezember 2002 erhobene Studie wies bei 4,8 % von 628 analysierte E.
faecium-Isolaten aus deutschen Intensivstationen eine Resistenz gegenuber
Vancomycin nach (Jones et al. 2004). 2012 betrug in Deutschland der Anteil
der invasiven E. faecium-Isolate, die eine Resistenz gegeniber Vancomycin
besaRen 10 % oder mehr (European Antimicrobial Resistance Surveillance
Network 2012).
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Abb. 1: Anzahl (in Prozent) der invasiven Enterococcus faecium Isolate mit Resistenz gegenuber
Vancomycin in verschiedenen Europaischen Landern im Jahr 2012 (EARS-Net 2012)
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Die Pravalenz der Vancomycin-resistenten E. faecium-Isolaten in Deutschland
wurde im Jahr 2013 mit 8-11 % angegeben. Meistens handelte es sich hierbei
um Kolonisationen ohne Infektion (Mutters et al. 2013). Auch wenn eine
Kolonisation weitaus haufiger auftritt als eine Infektion, sind VRE unter den
Erregern, die nosokomiale Infektionen auslésen, an zweit- bis dritthaufigster
Stelle. Vor allem bei Katheter-assoziierten Harnwegsinfektionen oder
Bakteriamien spielen sie eine Rolle. Bei Harnwegsinfektionen werden in ca. 4 %
der Blasenpunktionen Enterokokken (unabhangig von ihrer
Vancomycinempfindlichkeit) nachgewiesen (Reinert und Lutticken 2004). Als
Endokarditiserreger sind Enterokokken in etwa 5-15 % der Félle beteiligt
(Maiwald 2012). Analysen des Referenzzentrums in Wernigerode aus den
Jahren 2010 und 2011 zeigten die Haufigkeit, mit der VRE-Isolate in einzelnen
klinischen Settings nachgewiesen werden. 2010 wurden 144 vanA-lIsolate bzw.
146 vanB-lsolate und 2011 398 vanA-Isolate bzw. 302 vanB-Isolate
eingesendet. Bezogen auf alle VRE-Isolate aus dem Jahr 2011 wurden auf
Intensivstationen der Allgemeinchirurgie 16,83 % der vanA- und 26,16 % der
vanB-, auf internistischen Intensivstationen 14,32 % der vanA- und 9,93 % der
vanB-, auf internistischen Stationen 14,07 % der vanA- und 14,24 % der vanB-
und in der Hamatologie und Onkologie 6,03 % der vanA- und 8,28 % der vanB-
VRE nachgewiesen. Bezogen auf die Herkunft aller VRE-Isolate fanden sich
2011 bei Proben aus Mittelstrahlurin 22,11 % der vanA- und 19,87 % der vanB-,
aus Katheterurin 9,05 % der vanA- und 6,95 % der vanB-, aus Wundabstrichen
11,81 % der vanA- und 12,25 % der vanB-, aus Blutkulturen 5,03 % der vanA-
und 5,96 % der vanB- und aus Stuhl oder Rektalabstrichen 29,90 % der vanA-
und 22,84 % der vanB-VRE (Klare et al. 2012b).

1.2.2 VRE-Infektionen bei Patienten nach Stammzelltransplantation

Die Haufigkeit des Auftretens von Enterokokkenbesiedlungen sind von der Art
des Krankenhauses, seinen klinischen Disziplinen, dem jeweiligen Patientengut
und dem in den Klinikabteilungen herrschenden Antibiotikadruck abh&ngig
(Klare et al. 2012b). Der Nachweis einer Kolonisation mit VRE qilt als
pradisponierender Faktor fur eine Infektion durch diese Erreger. Bei bestimmten
Patientenkollektiven, insbesondere mit Erkrankungen mit begleitender
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Immunsuppression, ist das Risiko, an einer VRE-Infektion zu erkranken,
signifikant erhoht. Als Hauptrisikokollektiv z&hlen Patienten von Hamatologisch-
Onkologischen-, Lebertransplantations-, Dialyse- und Intensivstationen (Zaas et
al. 2002, Matar et al. 2006, Zirakzadeh und Patel 2006, Bossaer et al. 2010,
Meyer et al. 2013, Mutters et al. 2013, Gastmeier et al. 2014). Als
hochvulnerable Patienten gelten solche nach Stammzelltransplantation, bei
denen es auch zu septischen Verlaufen kommen kann (Ubeda et al. 2010, Liss
et al. 2012). Die Hauptursache fur den Tod nach Knochenmarktransplantation
ist bei autologer HSCT (hematopoietic stemm cell transplantation) zu 73 % und
bei allogener HSCT zu 33-42 % ein Rezidiv der Grunderkrankung. Neben
AbstoRungsreaktionen, unerwinschten Medikamentenwirkungen und
Transplantationsversagen werden Infektionen zu 16-19 % nach allogener und
zu 6 % nach autologer Transplantation als Todesursache angenommen. Es
besteht dartuber hinaus der Verdacht, dass Fieberepisoden in diesem Kollektiv
zu 50-60 % durch bakteriell bedingte Infektionen bedingt sind. In einer Studie
mit 30 neutropenischen Patienten mit Fieber wurden 6,7 % der Bakteriamien
auf VRE zurickgefihrt. Eine weitere Studie zeigte, dass es bei ungefahr einem
Drittel der immunsupprimierten Patienten, die mit VRE besiedelt waren, im
Verlauf zu einer Sepsis kommt. Bei stammzelltransplantierten Patienten
steigern Infektionen mit bakteriellen Erregern somit in erheblichem MalRe die
Mortalitdat. Die erhohte Infektionsgefahr resultiert vor allem aus der
immunsuppressiven  Therapie. Eine  Neutropenie stellt in diesem
Zusammenhang einen signifikanten Risikofaktor fur eine Infektion mit VRE dar.
Die permanente sowie die transiente gastrointestinale und orale Flora wird
hierdurch zu einer potentiellen Infektionsquelle. Es wird auch angenommen,
dass durch einen zunehmenden Einsatz von Antibiotika, insbesondere solcher
mit Enterokokkenlicke, eine selektive Anreicherung von Enterokokken
gefordert wird. Auch eine Veranderung der Darmflora kann méglicherweise zu
einer steigenden bakteriellen Last mit diesen Erregern im Organismus des
Patienten fihren. Der Nachweis einer Resistenz gegeniber Vancomycin
bedeutet einen weiteren unabh&ngigen Risikofaktor. Letzteres verdeutlichen
Studien, die nachwiesen, dass die Resistenz von Enterokoken gegenuber

Vancomycin mit einer erhdohten Mortalitat assoziiert ist (Frere et al. 2002,
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Sepkowitz 2002, DiazGranados und Jernigan 2005a, DiazGranados et al.
2005b, Worth et al. 2007, Magauran und Salgado 2011, Klare et al. 2012b,
Gedik et al. 2013, Robert Koch-Institut 2013, Zhang et al. 2013).

Bei mit VRE kolonisierten Patienten von Stationen der Hamatologie-Onkologie
sollten daher strenge hygienische MalRnahmen beachtet werden und eine
entsprechende organisatorische oder raumliche Isolierung erfolgen, um das
Ubertragungs- und Ausbruchsrisiko von resistenten Erregern zu minimieren.
Der Nutzen eines generellen Screenings auf VRE von Hochrisikokollektiven
hangt dabei von der lokalen Pravalenz des jeweiligen Krankenhauses ab. Ein
VRE-Screening und Identifikation von VRE-kolonisierten Patienten gilt als eine
Mdoglichkeit, schwere Verlaufe von VRE-Infektionen, durch friihzeitigen Einsatz
VRE-aktiver Substanzen in der Eskalationstherapie bei Fieber in der
Neutropenie, zu verhindern. Die Centers for Disease Control and Prevention
sprachen sich fir ein Screening auf eine mdgliche VRE-Kolonisation von
Stammzelltransplantationsempfanger und maoglichen Kandidaten aus. Da der
Intestinaltrakt Hauptreservoir von Vancomycin-resistenten Enterokokken ist,
eignen sich rektale Abstrichtupfer als Probe. Blutkulturen oder andere
Materialien kommen je nach klinischer Situation ebenfalls in Frage. (Centers for
Disease Control and Prevention 2000, Tacconelli et al. 2004, Mutters et al.
2013).

Praventive Antibiotikastrategien konnen die Mortalitat von Patienten der
Hamatologie-Onkologie verringern. Dieses Vorgehen birgt aber das Risiko,
dass sich im Rahmen einer ungezielten prophylaktischen Antibiotikagabe
resistente Erreger wie VRE gegenuber der empfindlichen kommensalen Flora
durchsetzen und expandieren. In der Folge dieser Dynamik kann es dann zu
endogenen Infektionen mit diesen Erregern kommen (Sepkowitz 2002). Bei
Nachweis von VRE kann eine Antibiotikaprophylaxe nicht mehr mit Vancomycin
erfolgen. Daruber hinaus wird es nicht flr die empirische Antibiotikatherapie bei
Fieber und Neutropenie empfohlen. Es wurden kontroverse Diskussionen uUber
den Einsatz mdoglicher Antibiotikaregime zur Prophylaxe von Infektionen bei
HSCT-Patienten gefuhrt. Letztendlich sollten Prophylaxe und Therapie der
individuellen  Situation angepasst werden. Fur spezielle empirische
Antibiotikagaben bei Patienten mit hohem Infektionsrisiko durch VRE, wie
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neutropenische Personen entsprechender Krankenhauseinheiten, werden
Regime mit Linezolid oder Daptomycin eingesetzt. Synergistische Effekte
konnten bei Kombinationen von Daptomycin mit Rifampicin beobachtet werden.
Hierbei erleichtert Daptomycin das Eindringen von Rifampicin durch die
Bakterienzellwand. Derzeit zahlt das Lipopeptidantibiotikum Daptomycin alleine
oder in Kombination verabreicht zu einem Mittel der Wahl in Antibiotikaregimen
gegen VRE bei stammzelltransplantierten Patienten Hamatologisch-
Onkologischer Stationen (Frere et al. 2002, Freifeld et al. 2011, Chitnis et al.
2013, Pankey und Ashcraft 2013, Wu et al. 2013).
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1.3 Molekulargenetik von Enterokokken

1.3.1 Molekulare Klassifizierung Vancomycin-resistenter Enterokokken
Vancomycin-resistenten Enterokokken zeigen verschiedene phanotypische und
genotypische Eigenschaften. Die einzelnen Enterokokkenspezies lassen sich
anhand ihrer nachweisbaren Gene verschiedenen van-Typen zuordnen, die
wiederum phéanotypische Besonderheiten aufweisen. So zeigt der vanA-Typ in
der Regel hohe Resistenzlevel gegentber Vancomycin und Teicoplanin
(Teixeira et al. 2007). VanA-Typen kommen unter anderem bei E. faecium, E.
faecalis, E.durans und E. gallinarum vor. VanB-Typen zeigen sich fir
gewohnlich sensibel bis resistent gegenuber Vancomycin und sensibel
gegenuber Teicoplanin. Sie kommen bei E. faecium, E. faecalis, E. durans und
E. gallinarum vor. Die vanC-, vanD-, vanE- und vanG-Typen weisen geringe
bis hohe Resistenzen gegeniber Vancomycin auf. Bei dem vanD-Typ zeigt sich
auch Resistenz gegenuber Teicoplanin. vanC-Typen finden sich bei E.
gallinarum und E. casseliflavus, vanD-Typen bei E. faecium, E. faecalis und E.
raffinosus. VanE- und vanG- kommen bei E. faecalis vor. Medizinisch relevant
sind zurzeit die Typen vanA und vanB, deren Unempfindlichkeit durch die Gabe
von Vancomycin und bei vanA auch durch Teicoplanin induziert wird. Die in
vitro gemessenen minimalen Hemmkonzentrationen (MHK) fur Vancomycin
liegen bei vanA-Stammen in der Regel hoher (MHKvancomycin: 16-1000 pg/ml)
als bei vanB-Stammen (MHKvancomycin: 4-32 pg/ml, selten bis 1000 pg/ml)
(Werner et al. 2008b). Resistenzen gegeniber Glykopeptiden wie dem
Vancomycin resultieren bei Enterokokken durch Veranderungen in der Zellwand
und einer hiermit einhergehenden verminderten Bindungsaffinitdt gegentuber
dem Antibiotikum. Es kommt zu einem Austausch von Peptydoglykanvorstufen.
Anstelle von p-Alanyl-p-Alanin am Ende einer Vorstufe, weisen die resistenten
Stdmme p-Alanyl-p-Lactat oder p-Alanyl-p-Serin auf. Dem Antibiotikum fehlt
dann eine geeignete Bindungsstelle, so dass es seine Funktion nicht mehr
ausiben kann (Murray und Nannini 2007). Dieser Resistenzmechanismus ist je
nach van-Typ chromosomal oder auf Plasmiden kodiert. Da sich die
plasmidkodierten Resistenzmechanismen auf sogenannten mobilen Elementen
befinden, kbnnen sie zwischen verschiedenen Isolaten tUbertragen werden, was

die Verbreitung von Resistenzeigenschaften fordert. Das vanA-Gen kann zwar
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chromosomal kodiert sein, befindet sich aber in den meisten Fallen auf
Plasmiden auf dem mobilen Element Tn1546. Das vanB-Gen ist haufiger
chromosomal und seltener plasmidkodiert auf dem Transposon Tn154, Tn1549
oder Tn5382 nachzuweisen. Die Gene vanC, vanD, vanE und vanG sind
chromosomal kodiert (Yu et al. 2003, Werner et al. 2008b).

Tabelle 1: Ubersicht der Eigenschaften von van-Typen bei Enterokokken in Anlehnung an

Werner et al. 2008b

Phéanotyp vanA vanB vanC vanD vanE vanG
Resistenz Erworben Erworben Natirlich Erworben Erworben Erworben
MHKvancomycin | 16-1000 4-32 2-32 64-128 8-32 16
(ng/ml)
MHKTeicopIanin 4-512 0,5'1 0,5-1 0,25-64 0,5 0,5
(ng/ml)
Lokalisation Plasmid/ Plasmid/ Chromosom | Chromosom | Chromosom | Chromosom

Chromosom | Chromosom
Mobiles Tn1546 Tn1547, ? ? ? (@)
Element Tn1549,

Tn5382

Ligase-Gen vanA vanB vanC vanD vankE vanG
Ligase- p-Ala-p-Lac p-Ala-p-Lac p-Ala-p-Ser p-Ala-p-Lac p-Ala-p-Ser p-Ala-p-Ser
Produkt
Enterokok- E. faecium E. faecium E. gallinarum | E. faecium E. faecalis E. faecalis
kenspezies E. faecalis E. faecalis E. casseli- E. faecalis

E. durans E. durans flavus E. raffinosus

E. hirae E. gallinarum

E. gallinarum

E. casseli-

flavus

E. raffinosus

E. avium

E. mundtii

1.3.2 Klonale Struktur von VRE-Populationen

1.3.2.1 Zuordnung zu Sequenztypen

Je nach Fragestellung bedarf die Diagnostik auch molekularer Testverfahren
mit unterschiedlicher Diskriminierungsféahigkeit. Besteht der Verdacht auf eine
Ausbruchssituation mit VRE, so werden Methoden mit hoher Diskriminierung
benétigt, um den Verwandtschaftsgrad der einzelnen Isolate miteinander zu
vergleichen. Bei Uberregionalen epidemiologischen Fragestellungen werden
hingegen Methoden mit niedriger Diskriminierung bevorzugt. Verschiedene
Techniken wurden fir diese epidemiologischen Fragestellungen etabliert. Als
Methode der Wahl far

Populationsanalysen hat sich die Multilocus-
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Sequenztypisierung (MLST) bewehrt. Hiermit gelingt die Zuordnung zu klonalen
Linien, wie beispielsweise dem CC17 Typ (Werner et al. 2008b). Die MLST
basiert auf der Identifizierung von Allelen von Desoxyribonukleinsaure-
Sequenzen (DNA-Sequenzen) sogenannter Housekeepinggene, von denen
eine definierte Anzahl mittels Polymerasekettenreaktion (PCR, polymerase
chain reaction) amplifiziert wird. Dann werden Unterschiede in den PCR-
Produkten durch Sequenzierung analysiert und kénnen in entsprechenden
Datenbanken verglichen werden (Maiden et al. 1998, Homan et al. 2002,
Ziesing et al. 2012). Bei E. faecium werden die Housekeepinggene gdh, purK,
pstS, atpA, gyd, adk und ddl sequenziert und aus dem Nachweis spezifischer
single nucleotide polymorphisms (SNPs) den entsprechenden Allelen
zugeordnet. Aus dem Nachweis spezifischer Allelkombinationen kann dann ein
Isolat einem sogenannten Sequenztyp (ST) zugeordnet werden (Homan et al.
2002, Werner et al. 2008b, Galloway-Pefia et al. 2012, Lebreton et al. 2013).

Es ist noch nicht eindeutig geklart, welche Bedeutung einzelnen Sequenztypen
bei Infektionen durch Enterokokken zukommt. Bei nosokomial assoziierten VRE
werden haufig zeitgleich unterschiedliche Sequenztypen nachgewiesen, was fur
einen polyklonalen Ursprung der Isolate spricht (Werner et al. 2008b, Freitas et
al. 2013). Im Rahmen eines Europaischen Forschungsprojektes erfolgte eine
Typisierung verschiedener E. faecalis-Stamme klinischer Herkunft aus
Danemark, Deutschland, Norwegen, Polen, den Niederlanden und Spanien.
Unter den untersuchten Isolaten wurden bis zu 105 verschiedene
Sequenztypen identifiziert (Robert Koch Institut 2013). Epidemiologische
Studien zeigten aber auch, dass in verschiedenen Krankenhausern
unterschiedlicher Regionen bestimmte Sequenztypen vermehrt auftreten
kénnen (Werner et al. 2008b, Freitas et al. 2013). Der Sequenztyp ST117 wird
mit Enterokokken assoziierten Infektionen in Verbindung gebracht und ist nicht
selten bei Enterokokkenausbrichen im hospitalen Bereich nachzuweisen.
ST117 kann allerdings auch bei van-negativen Isolaten vorkommen. Auch im
Tierreich wurde das Vorkommen von ST117 beschrieben (Werner et al. 2012,
Lebreton et al. 2013). Eine Analyse von Enterokokken aus Blutkulturen am
Nationalen Referenzzentrum zeigte, dass bei 69 mittels MLST ausgewerteten

E. faecium-Isolaten drei Sequenztypen am haufigsten auftraten. ST117 konnte
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23 Mal nachgewiesen werden, ST192 15 Mal und ST203 neun Mal. Isolate
einer Stammvariante von ST117, die in den Jahren 1996 bis 2000 gehé&uft
dokumentiert wurden, zeigten ein identisches Makrorestriktionsmuster in der
Pulsfeldgelelektrophorese  (PFGE), Nachweis des vanA-Gens, das
Vorhandensein des Gens esp und Abwesenheit des Gens hylgm. Isolate des
ST117 konnen sich aber auch diverser in ihren Eigenschaften zeigen, wie
Isolate ohne vanA- oder vanB-Nachweis. Das Vorhandensein der Gene esp
und hylgsm kann beim ST117 ebenfalls differieren. Auch der ST203 zeigt sich
variabel beziglich des Vorhandenseins einzelner Gene. ST192 tritt hingegen
fast nur bei vanB-Isolaten und bei Vancomycin-empfindlichen Isolaten auf
(Robert Koch Institut 2013).

Sequenztypen lassen sich bestimmten klonalen Komplexen zuordnen. Haufige
klonale Komplexe bei E. faecium sind der CC17 und der CC5. Bei E. faecalis
findet man héaufig CC2, CC21 oder CC87. Es handelt sich nicht selten um
human adaptierte klonale Komplexe, deren epidemiologischer Ursprung im
Tierreich vermutet wird (Freitas et al. 2009, Freitas et al. 2011). Nahezu alle
Hospital-adaptierten E. faecium Isolate gehdéren dem CC17 an (Werner et al.
2008b). Als ,primare Grinder“ des klonalen Komplex CC17 gilt der Sequenztyp
ST17 (Werner et al. 2008b, Donabedian et al. 2010). Kennzeichnend fur den
klonalen Komplex CCL17 ist ein charakteristisches MLST-Profil, das Auftreten
einer Ampicillin-Resistenz, Flourchinolon-Hochresistenz und das Vorkommen
von Virulenzmarkern wie den Genen esp und hylgm, (Werner et al. 2008b,
Galloway-Pefa et al. 2012, Lebreton et al. 2013, Robert Koch Institut 2013).
Untersuchungen zeigten, dass das Gen hylgm, welches sich auf sogenannten
Megaplasmiden befindet, vermutlich fur eine Hyaluronidase kodiert (Freitag et
al. 2010). Durch Konjugation mit einem anderen Stamm lasst sich das hylem
horizontal Ubertragen und so verbreiten (Laverde Gomez et al. 2011). Das
Virulenzgen esp, welches fir ein Enterokokkenoberflachenprotein kodiert,
konnte bei Isolaten des CC17 in epidemiologischen Studien aus den USA und
Europa vermehrt nachgewiesen werden. Auch hier wird eine horizontale
Ubertragung angenommen. Durch das Vorkommen der Gene hylgm, und esp
wird Isolaten des CC17 ein Vorteil fur die Ausbreitung und Anpassung im
hospitalen Bereich zugeschrieben. Auch Eigenschaften wie Bindungsfahigkeit,
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Biofilmbildung und die Invasivitat des Erregers spielen bezlglich der Virulenz
von Enterokokken eine Rolle (Muto et al. 2003, Kwon et al. 2012). Weitere
Studien zeigten, dass Hospital-assoziierte Isolate haufig ein bestimmtes
Insertionselement, das 1S16, tragen. In anderen Isolaten, wie humanen
Kommensalen, lebensmittelassoziierten Isolaten oder E. faecium von
landwirtschaftlichen Tieren liess es sich nicht nachweisen. Weitere
Determinanten des CC17, die bisher noch nicht eindeutig aufgedeckt sind,
scheinen ebenfalls die Tenazitat, die Kolonisation und gegebenenfalls
Infektionen zu begtnstigen. Stamme des klonalen Komplexes CC17 stellen
somit einen Risikofaktor fir nosokomiale Infektionen mit VRE dar (Werner et al.
2008b, Werner et al. 2011a, Lee et al. 2012, Mutters et al. 2013, Robert Koch
Institut 2013). Dies bestatigten auch Untersuchungen des Nationalen
Referenzzentrums fur Enterokokken in Wernigerode, bei denen Vancomycin
resistente E. faecium vom vanA- oder vanB-Genotyp, die im Rahmen von
Ausbrichen, Infektionen oder Screeninguntersuchungen im hospitalen Bereich
eingesendet wurden, in der Regel dem klonalen Komplex CC17 angehdrten
(Klare et al. 2012b). Die Aufklarung der Bedeutung der einzelnen klonalen
Komplexe und der Sequenztypen von Enterokokken stellen Inhalt aktueller
Forschung dar.

1.3.2.2 Typisierung bei Ausbruchsfragestellungen

Zum Nachweis und fur die Bewertung von Enterokokken in
Ausbruchssituationen kommen verschiedene molekulare
Typisierungsmethoden zum Einsatz. Die MLST ist ein Verfahren mit niedriger
Diskriminierung und bei Fragen bezuglich Ausbruchssituationen in
Krankenhdusern nicht ausreichend. Hier eignet sich, trotz des hohen
apparativen und zeitlichen Aufwands, die Anwendung der
Pulsfeldgelelektrophorese. Diese Methode gilt als Goldstandard fir diese
Fragestellung (Turabelidze et al. 2000, Werner et al. 2007, Werner et al. 2008b,
Chuang et al. 2010). Die PFGE ist ein Verfahren, durch das mittels Auftrennung
der Bakterien-DNA und nachfolgender Darstellung der hierdurch entstandenen
Fragmente in einer Agarosegelelektrophorese, Bandenmuster der einzelnen
Isolate gegentbergestellt werden. Durch den Vergleich der Bandenmuster
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einzelner Isolate gelingt die Klarung der klonalen Verwandtschaft. Hierfur wird
das Bewertungsschema nach Tenover zugrunde gelegt. Hiernach werden die
Anzahl identischer und unterschiedlicher Banden der Isolate bewertet.
Vergleicht man die Bandenmuster von zwei Isolaten miteinander und zeigen
sich hierbei Unterschiede in nur zwei bis drei Banden (auch Fragmente
genannt), dann wird davon ausgegangen, dass die beiden Isolate eng
miteinander verwandt sind. Bei Unterschieden in vier oder mehr Banden wird
eine klonale Zugehorigkeit immer unwahrscheinlicher und es liegen zwei klonal
unterschiedliche Stamme vor. Die Schlussfolgerung, dass Isolate, die sich in
zwei bis drei Banden unterscheiden, noch eng miteinander verwandt sind,
beruht darauf, dass auch bei zwei klonal identischen Isolaten vereinzelt
Unterschiede im Genom vorliegen kdnnen. Fallt beispielsweise im Vergleich
zum Bandenmuster eines Isolats bei dem Vergleichsisolat ein Verlust einer
einzelnen Bande auf und sind hier stattdessen zwei neue und schmalere
Banden aufgetreten, liefert dies einen Hinweis auf eine Punktmutation im
Vergleichsisolat. Durch diese Mutation entsteht eine neue Restriktionsstelle,
woraus das veranderte Bandenmuster resultiert. Kommt es bei dem
Vergleichsisolat hingegen zu einem Zugewinn einer Bande und zu einem
Verlust von zwei schmaleren Banden, die bei dem anderen Isolat vorhanden
sind, kann hierfir eine Insertion der DNA an einer Restriktionsstelle
verantwortlich sein. Die neugebildete DNA kann dann ihre Restriktionsstelle
verlieren. Bei Isolaten, bei denen eine neue schmale Bande hinzu kommt und
ein Verlust eines grof3eren Fragmentes auftritt, liegen in der Regel Deletionen
von DNA-Fragmenten vor. Hier kommt es ebenfalls zu einem Verlust einer
Restriktionsstelle. Auch mit dieser einzelnen Veranderung gehoOren beide
Isolate noch dem gleichen Stamm an. Das Bewertungsschema nach Tenover
liefert die Moglichkeit der klonalen Gegenuberstellung einzelner VRE-Isolate
sowie eine Analyse von Bandenmustern, die Rickschlisse beziglich
Veranderungen im Genom der VRE zulassen. Je mehr Veranderungen im
Genom vorliegen, desto unterschiedlicher sind die Bandenmuster und eine
klonale Verwandtschaft zweier Isolate wird unwahrscheinlicher. Die PFGE
ermdglicht so eine Bewertung des Verwandtschaftsgrads von potentiellen

Ausbruchsisolaten (Tenover et al. 1995).
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Tabelle 2: Bewertung von Ausgangs-

und Folgeisolaten

Bewertungsschema von Tenover (Tenover et al. 1995)

in Anlehnung an das

Bandenunterschiede
zwischen Ausgangs-
und Folgeisolat

Bewertung mehr méglich

Anzahl Veranderung im Mogliche Bewertung der
Bandenunterschiede in | PFGE-Muster molekulargenetische klonalen
der PFGE im Vergleich Ursache Verwandtschaft
zum Ausgangsisolat
0 keine Keine Klonale
molekulargenetischen Verwandtschaft
Veranderungen durch gesichert
das Bandenmuster
ersichtlich
2 Eine im Ausgangsisolat | Deletion, die zu einem Enge klonale
vorhandene grof3ere Verlust einer Verwandtschaft
Bande fehlt im Restriktionsstelle fuhrt
Folgeisolat und ist
durch eine schmalere
Bande ersetzt
3 Im Ausgangsisolat fehlt | Punktmutation, durch die | Enge klonale
eine gréRere Bande und | eine neue Verwandtschaft
im Folgeisolat treten an | Restriktionsstelle
dieser Stelle zwei entsteht
kleinere neue Banden
auf
3 Im Ausgangsisolat sind | Punktmutation, durch die | Enge klonale
zwei kleine Banden eine Restriktionsstelle Verwandtschaft
vorhanden, die im verloren geht
Folgeisolat durch eine
grof3ere Einzelbande
ersetzt sind
>4 Mehr als vier Keine eindeutige Klonale

Verwandtschaft wird
unwahrscheinlicher
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1.4 Antibiotikaempfindlichkeit von Enterokokken

1.4.1 Natirliche Resistenzen bei Enterokokken

Enterokokken besitzen angeborene Resistenzen gegentber verschiedenen
Antibiotika. Diese intrinsischen, chromosomal kodierten Resistenzen betreffen
entweder alle Enterokokken oder nur bestimmte Spezies. Eine natirlich
vorkommende Resistenz besteht bei Enterokokken im Allgemeinen gegenuiber
allen Cephalosporinen, semisynthetischen Penicillinen wie Oxacillin oder
Flucloxacillin und Monobactamen (Aztreonam). Ursachlich ist im Fall der p-
Laktamunempfindlichkeit ein nur niedrig affines Penicillin-Bindeprotein. Darliber
hinaus sind Enterokokken natirlich resistent gegentber Fusidinsaure,
Polymyxinen und Flourchinolonen. Gegenliber Aminoglycosiden besitzen
Enterokokken eine Low-level-Resistenz. In vitro sind Enterokokken empfindlich
gegenuber einer Kombination von Trimethoprim und Sulfamethoxasol, zeigen
sich aber gegeniber Sulfamethoxasol alleine unempfindlich. Daher wird eine
Therapie mit diesem Kombinationspraparat kontrovers diskutiert. Daneben
zeigen sich speziesspezifische Unterschiede gegenldber bestimmten
Antibiotika. So besitzen Isolate von E. faecalis im Gegensatz zu E. faecium eine
Resistenz gegeniber Lincosaminen, Streptograminen wie Quinupristin oder
Dalfopristin und gegeniiber Mupirocin. Eine intrinsische Low-level-Resistenz
gegenuber Vancomycin kommt bei E. gallinarum und E. casseliflavus vor
(Murray 1990, European Committee on Antimicrobial Susceptibility Testing
2008, Bodmann et al. 2010, Klare et al. 2012b).

1.4.2 Erworbene Resistenzen bei Enterokokken

Erworbene Resistenzen bei Enterokokken resultieren aus Veranderungen der
Erbinformation der Erreger, die durch spontane DNA-Mutationen oder durch die
Ubertragung von plasmidkodierten Resistenzen entstehen kénnen (Teixeira et
al. 2007, Howden et al. 2013). Die Verbreitung von potentiell resistenten
Eigenschaften von einem Enterokokken-Isolat auf ein anderes kann durch
horizontalen Gentransfer erfolgen. Plasmidtransfer findet hierbei vorrangig
durch Konjugation statt (Leclercq et al. 1988, Murray 1990, Novais et al. 2008,
Starikova et al. 2013, Werner et al. 2013b). Die erste Ubertragbare Resistenz

bei Enterokokken wurde 1964 fur Chloramphenicol beschrieben. Verantwortlich
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hierfir war die erworbene F&ahigkeit zur Bildung einer Chloramphenicol-
Acetyltransferase (Murray 1990). Heutzutage spielt insbesondere die
Ubertragung des vanA- oder vanB-Gens auf andere Isolate eine Rolle bei der
Ubertragung von Resistenzeigenschaften (Uttley et al. 1993, Dunne und Wang
1997, Suppola et al. 1999, Lee et al. 2012). In Krankenhausern kommt der
horizontalen Weitergabe von mobilen Elementen mit Vancomycinresistenz,
beispielsweise durch das mobile Element Tn1546 der vanA-Stamme, eine hohe
Relevanz zu (Freitas et al. 2009, Werner et al. 2011b, Howden et al. 2013).
Auch eine speziesiibergreifende Ubertragung ist mdglich. So sieht man ein
mogliches Risiko fiir den Erwerb einer Vancomycinresistenz in der Ubertragung
des Tn1546 Elements von Enterokokken landwirtschaftlich genutzter Tiere auf
menschliche Stamme (van den Braak et al. 1998, Willems et al. 1999, Yu et al.
2003).

Zahlreiche  erworbene Antibiotikaresistenzen sind fur  Enterokokken
beschrieben, wobei einige hiervon gehéuft bei einzelnen Spezies auftreten. So
zeigen 80 bis 90 % der E. faecium-Isolate eine erworbene Ampicillin-Resistenz.
Bei E. faecalis sind es hingegen nur ungefahr 2 % der Isolate. Bei 30 bis 40 %
der E. faecium und E. faecalis-Isolate ist eine hochgradige Gentamicin-
Resistenz nachweisbar. Imipenem zeigt sich gegeniber Ampicillin-sensiblen
Enterokokken wirksam. Bei E. faecium ist Imipenem hingegen fast immer
unwirksam. Darliber hinaus kodnnen Resistenzen gegeniber Makroliden,
Chloramphenicol, Flourchinolonen (Hochresistenz bei Hospital-assoziierten E.
faecium-lsolaten), Tetracyclinen und Oxazolidinonen (Linezolid) erworben
werden. E. faecium konnen sich auch gegeniber Streptograminen wie
Quinuproistin oder Dalfopristin unempfindlich zeigen. Vereinzelt konnten bei
Enterokokken auch Unempfindlichkeiten gegentber Linezolid nachgewiesen
werden. Die genauen Resistenzmechanismen gegenuber einzelnen Antibiotika
sind zum Teil noch ungeklart (European Committee on Antimicrobial
Susceptibility Testing 2008, Saager et al. 2008, Bodmann et al. 2010, Flamm et
al. 2013).
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1.4.3 Therapie von Enterokokkeninfektionen

Die gezielte Therapie von Enterokokken richtet sich zum einen nach den
Eigenschaften des isolierten Stammes, zum anderen nach der jeweiligen
Indikation durch den erkrankten Patienten. Mittel der Wahl bei unkomplizierten
Enterokokkeninfektionen ist bei sensiblen Stammen Ampicillin (5 g drei Mal
taglich Uber sechs Wochen). Zur Endokarditistherapie kommt dieses f-
Laktamantibiotikum gemeinsam mit einem Aminoglykosid zum Einsatz. Eine
Kombination mit Gentamicin (160-240 mg beziehungsweise drei Mal 1 mg/kg
taglich) wird zur Durchbrechung eines Eagle-Effekts (Verschlechterung der in
vitro-Bakterizidie durch hohere Ampicillingabe) und fir eine ausreichende
bakterizide Wirkung empfohlen. Trotz der ,Enterokokkenlicke“ der
Aminoglykoside wirkt diese Kombination synergistisch bakterizid, da das
Aminoglykosid mit Hilfe des B-Laktams in das Bakterium gelangt. Wenn sich
diese Therapie als unwirksam erweist, beispielsweise bei einer High-level-
Gentamicin-Resistenz, kann auch eine Kombination mit empfindlich getestetem
Ceftriaxon, Ofloxacin oder Rifampicin erfolgen. Zur Therapie einer durch
Enterokokken bedingten Endokarditis kbnnen Antibiotika wie Imipenem (vier
Mal taglich 500 mg), Vancomycin (zwei Mal taglich 15 mg/kg intravends) oder
eine Kombination von Teicoplanin und Gentamicin Uber vier bis sechs Wochen
erwogen werden. Bei einer Vancomycin-Resistenz kdénnen Streptogramin-
Kombinationen mit Quinupristin und Dalfopristin, die in Deutschland allerdings
nicht mehr zugelassen sind, oder Linezolid, Tigecyclin oder Daptomycin zum
Einsatz kommen. Daptomycin (6 mg/kg taglich) lasst sich gegebenenfalls mit
Rifampicin oder einem Aminoglykosid kombinieren. Der Einsatz von Antibiotika
zur Therapie von durch Enterokokken bedingten Infektionen sollte mdglichst der
jeweiligen Resistenzsituation und dem Krankheitsbild des Patienten angepasst
werden, insbesondere aufgrund der nicht selten vorkommenden Resistenzen
gegentber mehreren Antibiotika bei diesen Erregern (Werner et al. 2008b,
Gatermann und Miksits 2009, Balaei Gajan et al. 2013, Brodt und Smollich
2013).
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1.5 Daptomycin

1.5.1 Allgemeines

Daptomycin ist der erste Vertreter eines zyklischen Lipopeptids, welches sich
durch Streptomyces roseosporus gewinnen lasst (Arbeit et al. 2004, Baltz
2010). 2003 erfolgte in den USA die Zulassung fur die Therapie komplizierter
Haut- und Weichteilinfektionen, da Daptomycin sich insbesondere gegenuber
Methicillin-resistenten Staphylococcus aureus (MRSA) wirksam erwies (Raja et
al. 2003, Rybak 2006, Hoen und Duval 2013). Das Lipopeptid zeigt eine gute
Gewebepenetration, eignet sich hingegen durch seine Interaktion mit dem
Alveolarsaurfactant nicht fur die Behandlung respiratorischer Infekte. Es wirkt
bakterizid, wobei der genaue Wirkmechanismus noch nicht exakt ergrindet ist.
Bekannt ist, dass es in einem Calcium-abhdngigen Prozess an die
Zytoplasmamembran grampositiver Bakterien bindet und Poren in der Zellwand
erzeugt. Mit einer lipophilen Seitenkette bildet das Lipopeptid lonenkanéle,
wodurch ein Kaliumausstrom aus der Zelle resultiert. Dies verandert das
Membranpotential der Zellwand und fiihrt so zum Zelltod. Es erfolgt allerdings
keine vollstdndige Zersetzung der Membran. Dies wird als Vorteil bei der
Behandlung toxinbildender Bakterien gesehen, da diese in Folge der Therapie
weniger Toxin freisetzen als nach vollstandiger Zellmembranzerstérung. Eine
Therapie mit Daptomycin muss immer intravends erfolgen, dass es keine orale
Bioverfligbarkeit besitzt (Freissmuth 2012, Brodt und Smollich 2013).

1.5.2 Daptomycin zur Behandlung von Enterokokkeninfektionen

Die Zulassung von Daptomycin beschrankt sich zurzeit auf die Behandlung
komplizierter Haut- und Weichteilinfektionen (complicated skin and soft-tissue
infections = c¢SSTI) und rechtsseitiger infektioser Endokarditis (RIE) durch
Staphylococcus aureus. Fur Enterokokken besteht derzeit, aufgrund der
unzureichenden Datenlage, eine Anwendungsbeschrénkung (Rote Liste 2014).
Im Kklinischen Gebrauch und in Studien wurde der Einsatz von Daptomycin bei
Infektionen durch VRE, bei denen sich Resistenzen gegenuber anderen
Reserveantibiotika gezeigt hatten, bereits beschrieben (Linden 2007, Grim et al.
2009). Gegenuber Daptomycin lieBen sich auch bereits Sensibilitatsabnahmen

beobachten. Es wird angenommen, dass derzeit etwa 0,3 % der VRE eine
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Unempfindlichkeit gegenliber Daptomycin aufweisen, wobei eine steigende
Inzidenz beobachtet wird. Als Risikokollektiv zahlen Patienten der Hamatologie-
Onkologie. Sensibilitatsabnahmen zeigten sich in der Regel unter einer
Therapie mit Daptomycin. Vereinzelt scheint eine Unempfindlichkeit aber auch
ohne vorherige Exposition mit diesem Antibiotikum nachzuweisen zu sein.
Ursachen hierfur sind derzeit noch unklar. Horizontaler Gentransfer und der
Kontakt zu landwirtschaftlichen Nutztieren oder Lebensmitteln tierischer
Herkunft wird in diesem Zusammenhang diskutiert (Lesho et al. 2006, Fraher et
al. 2007, Kamboj et al. 2011, Kelesidis et al. 2012a, Kelesidis et al. 2012b,
Kelesidis 2013a, Kelesidis und Chow 2014, Wudhikarn et al 2013).
Besonderheiten zeigen sich bei der in vitro-Bewertung der Empfindlichkeit von
Enterokokken gegenuber Daptomycin, da zu beachten ist, dass der
Wirkmechanismus von der Calciumkonzentration abhéngt. Eine fehlende
Calciumzugabe in das Testmedium kann zu erhdhten MHK-Werten fihren.
Daruiber hinaus fallen unterschiedliche Merkmale im Vergleicht der in vitro-
Empfindlichkeitstestungen von Enterokokken und Staphylokokken auf. Bei
Staphylokokken zeigt sich Daptomycin bereits in geringer Konzentration
wirksam. Hier wird eine MHKg von 0,06-1 ug/ml angegeben, wahrend fir
Enterokokken eine MHKgo von 1-2 pg/ml fur E. faecalis und von 4 pg/ml fur E.
faecium beschrieben ist (Brodt und Smollich 2013). Anhaltswerte fur die
Bewertung der Empfindlichkeit von Enterokokken gegeniber Daptomycin liefert
die EUCAST (European Committee on Antimicrobial Susceptibility Testing).
Bisher legte man hier jedoch noch keine Kklinischen breakpoints fur die
Resistenzbestimmung bei der Behandlung von Enterokokken mit Daptomycin
fest. Der epidemiologische cut-off-Wert fur Wildtyp Enterokokken definierte sich
durch eine MHK von kleiner oder gleich 4 ug/ml. Die Durchschnittswerte der
Sensibilitatsmessung von Wildtyp E. faecium wurden folgendermalien
angegeben. Von insgesamt 12331 untersuchten Isolaten zeigte die
Uberwiegende Mehrheit eine MHK von 2 ug/ml (10353 Isolate, 84 %), gefolgt
von Isolaten mit einer MHK von 4 ug/ml (1006 Isolate, 8,2 %) und Isolaten mit
einer MHK von 8 ug/ml (23 Isolate, 0,19 %) (European Committee on
Antimicrobial Susceptibility Testing 2014).
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Tabelle 3: Daptomycin MHK-Verteilung bei Wildtyp E. faecium (n=12331) (European
Committee on Antimicrobial Susceptibility Testing 2014)

MHK 0,032 | 0,064 | 0,125 |0,25 0,5 1 2 4 8 16 32 64 | S R ECO-

(ng/ml) < | > | FF
<

E 0 5 38 58 |159 689 | 10353 | 1006| 23 0 0 0 ND | ND | 4,0

faecium

*ECOFF, Epidemiologischer cut-off

Nach den Angaben des Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI) sind
Enterokokken ab einer MHK kleiner oder gleich 4 upg/ml als sensibel zu
bewerten. Werte fir den intermediaren oder resistenten Bereich sind in den
aktuellen CLSI Empfehlungen noch nicht definiert (Clinical and Laboratory
Standards Institute 2014). In einer klinischen Studie erachtete man VRE-Isolate
mit einer MHK von 0,5-2 ug/ml als sensibel gegeniber Daptomycin (Grim et al.
2009). In einer anderen Studie nahm man eine verringerte Sensibilitat
gegeniuber dem Antibiotikum durch eine MHK von > 4 ug/ml an (Kelesidis et al.
2011). Zu beachten ist, dass sich in der Literatur nur vereinzelt Hinweise
bezuglich einer Bewertung der Daptomycinsensibilitat bei VRE finden lassen.
Welche Empfindlichkeitsbereiche sich in den n&chsten Jahren etablieren

werden, bleibt abzuwarten.

1.5.3 Epidemiologie und Mechanismen von Sensibilitdtsabnahmen
gegenltber Daptomycin bei grampositiven Erregern

Daptomycin zeigt sich wirksam gegen ein breites Spektrum grampositiver
Erreger, darunter MRSA und Enterokokken. Aufgrund des Wirkmechanismus
des zyklischen Lipopeptids, welches sich von der Wirkungsweise anderer
Antibiotika unterscheidet, sollen Kreuzresistenzen gegentber anderen
Antibiotika vermieden werden. Bei Staphylokokken wird zum Teil vermutet,
dass es eine Korrelation zwischen der MHK von Vancomycin und Daptomycin
geben kann. So konnen einige Vancomycin-intermedidare und -resistente
Staphylococcus  aureus-Stamme eine  erhéhte  Daptomycin-MHK  in
Abhangigkeit von der  Vancomycin-Resistenz aufweisen. Auch
Resistenzentwicklungen gegentber Daptomycin unter Therapie sind bei

Staphylokokken beschrieben und resultieren vermutlich aus Veranderungen der
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Durchlassigkeit, der Polarisierung und der Oberflachenbindung der
Zellmembran, was zu einem verminderten Ansprechen gegentber dem
Antibiotikum fahrt. Fir Staphylokokken sind potentiell fir diese Mechanismen
verantwortliche Mutationen in den Genen mprF, yyG, rpoB und rpoC
beschrieben. Bezlglich der Interpretation der Daptomycin-
Empfindlichkeitsmessung und der Mechanismen, die zu einem Versagen einer
Therapie mit dem Lipopeptid bei Enterokokkeninfektionen fihren, ist hingegen
wenig bekannt (Rybak 2006, Kelley et al. 2011, Palmer et al. 2011, Brodt und
Smollich 2013). Daruber hinaus fehlen fur Enterokokken definierte Grenzwerte,
um Isolate als resistent gegentiber Daptomycin zu bezeichnen. Gegenilber der
MHK-Verteilung bei Wildtyp-Enterokokken erhéhte Werte und MHK-Zunahmen
unter Therapie deuten auf eine Unempfindlichkeit der Erreger hin. Hinweise auf
maogliche Interpretationen lassen auch einzelne Publikationen zu. In einer
Amerikanischen Studie wurden in den Jahren 2008 bis 2009 aus acht
Krankenhdusern 56 VRE-Isolate aus Urin-, Wund- und Blutkulturproben
detektiert, die jeweils eine Daptomycin-MHK grol3er als 4 pg/ml aufwiesen. Die
Isolate stufte man aufgrund ihrer MHK-Messung als potentiell resistent ein. Die
exakten Werte gaben die Autoren allerdings nicht an (Judge et al. 2012). Einen
weiteren Hinweis auf eine mdgliche Resistenzbildung gegeniber Daptomycin
bei Enterokokken lieferte ein klinischer Fallbericht. Man entnahm einer Patientin
mit einer Bakteriamie durch E. faecalis im Verlauf eines stationaren
Aufenthaltes vier Enterokokken-Isolate. Initial zeigten die drei vor der Therapie
entnommenen Isolate eine MHK von 1 pug/ml. Nach Beginn der
Daptomycingabe wies das vierte Isolat eine Daptomycin-MHK von 16 ug/ml auf,
was die Vermutung einer Resistenz erhértete. Die Patientin verstarb spater,
ohne dass die Sepsis erfolgreich therapiert werden konnte (Munoz-Price et al.
2005).

Aufgrund der ernstzunehmenden Bedrohung, die sich aus einer
Daptomycinunempfindlichkeit ergeben kann, fanden in einzelnen Studien
nahere Untersuchungen bezuglich moglicher Resistenzmechanismen statt.
Insbesondere Veranderungen der Zellmembran der Enterokokken scheinen die
Empfindlichkeit gegentber Daptomycin zu beeinflussen (Mishra et al. 2012). Es

wird vermuteten, dass hierfir spontane Mutationen im Genom der
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Enterokokken verantwortlich sein kénnen. In Experimenten zeigten Isolate
eines multiresistenten, krankenhausassoziierten, aber fur gewdhnlich
Daptomycin sensiblen E. faecalis V583-Stamm nach in vitro-Exposition von
Daptomycin eine 256-fache MHK-Erhdhung von initial 2 pug/ml auf bis zu 512
ug/ml. Hierfir waren mehrere Passagen des Isolates mit jeweils erhohter
Daptomycinkonzentration notig. Mittels Genomsequenzierung ermittelte man
eine fur diese Entwicklung mdglicherweise verantwortliche Verdnderung im
EF0631 cls Allel. Diese Mutation hatte vermutlich Einfluss auf die
Cardiolipinsynthase, die am Aufbau der Bakterienzellwand beteiligt ist.
Interessanterweise war das Wachstumsverhalten der untersuchten Stamme mit
erhohter Daptomycin-MHK hierdurch nicht beeintrachtigt. Dies wertet man als
Hinweis darauf, dass Enterokokken hierdurch keinen Fitnessverlust erleiden
(Palmer et al. 2011).

Da Veranderungen der Zellmembran das Ansprechen von Enterokokken
gegenuber Daptomycin zu beeinflussen scheinen, analysierte man weitere die
Oberflache der Erreger beeinflussende Mechanismen. Der Erhalt der
Zellmembran ist lebensnotwendig flr grampositive Bakterien. Daher besitzen
sie zahlreiche Regulationsmechanismen, um im Falle einer Schadigung der
Zellwand reagieren zu kénnen. Zu den Proteinen, die solche Stressoren
wahrnehmen, zadhlen Lia S und Lia R. Ein weiteres Protein, das Lia F,
Ubernimmt ebenfalls eine Funktion in der Signalwahrnehmung. Gemeinsam
werden die fur diese Proteine kodierenden Gene liaF, liaS und liaR auch als
regulatorisches Drei-Komponenten-System bezeichnet (three-component
regulatory system liaFSR). Diesbezigliche Untersuchungen betrafen zunachst
Bacillus subtilis und Streptococcus mutans. Die Signale, die durch das
Regulationssystem wahrgenommen werden, blieben dabei noch weitgehend
unklar. Im Allgemeinen nahm man an, dass stressauslésende Faktoren, wie
eine Antibiotikatherapie, dieses System aktivieren, wodurch sich die
Zelloberflache des Bakteriums verandert (Eldholm et al. 2010, Arias und Murray
2012, Tran et al. 2013a, Tran et al. 2013b). Ob dieser Mechanismus auch bei
Enterokokken unter Daptomycintherapie eine Rolle spielt, wird derzeit
eingehend untersucht. So erfolgte in einer Fallstudie eine Analyse von zwei E.

faecalis-Isolaten eines Patienten. Eines wurde vor und eines nach
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Daptomycintherapie entnommen. Die Empfindlichkeitstestung ergab MHK-
Werte bezlglich Daptomycin von 1 pg/ml vor und von 12 upg/ml nach der
Therapie. Nahere Analysen mittels Sequenzierung zeigten Mutationen in den
an der Zellwandsynthese beteiligten Genen gdpD und cls. GdpD kodiert fur eine
Glycerophosphoryldiesterphosphodiesterase. Eine weitere Mutation betraf das
Gen liaF. Ein in vitro-Allelaustausch in den Genen liaF und gdpD des sensiblen
Isolats fuihrte bei diesem zu einer MHK-Erhéhung auf 12 pg/ml. Der alleinige
Allelaustausch im Gen liaF fUhrte nur zu einer vierfachen MHK-Erhéhung. Der
Allelaustausch allein  im Gen gdpD erzeugte keine MHK-Zunahme.
Allelveranderungen in beiden Genen scheinen demnach synergistisch zu
wirken. Ein Austausch von Allelen im Gen cls erfolgte nicht. Nachfolgende
elektronenmikroskopische Betrachtungen der Zelloberflachenstruktur zeigten,
dass die Isolate mit erhohten MHK-Werten ihre Zelloberflache veranderten und
es auch zu einer Anderung des Membranpotentials und der
Membranpermeabilitdit kam. Dann erfolgten Analysen weiterer Kklinisch
entnommener E. faecalis-Isolate mit verminderter Daptomycinsensibilitat.
Hierbei zeigten sich Mutationen im Gen cls, nicht aber in den Genen liaF oder
gdpD. Die klinische Bedeutung der Genveranderungen blieb unklar (Arias et al.
2011). Eine weitere Studie stellte die Analyse von zwei Enterococcus faecalis-
Isolaten aus Blutkulturen eines Patienten vor. Das vor der Antibiotikatherapie
entnommene Isolat wies eine Daptomycin-MHK von 1 ug/ml auf. Nach der
Therapie hatte sich die MHK auf 12 pg/ml erhoht. Bei dem weniger
empfindlichen Isolat konnten Mutationen im Gen liaF sowie in den Genen gdpD
und cls nachgewiesen werden (Munita et al. 2013). Untersuchungen von
anderen klinischen Isolaten mit erhdhten Daptomycin-MHK-Werten zeigten
variable Mutationen der Gene cls, liaF, liaS und liaR. Weitere Analysen
ergaben, dass bei E. faecium-Isolaten mit einer Daptomycin-MHK von 3 oder 4
ug/ml  Mutationen in mindestens einem der Gene des liaFSR-Systems
vorkamen. Isolate mit einer MHK kleiner oder gleich 2 pg/ml wiesen keine
vergleichbaren Mutationen auf. Es wurde daher angenommen, dass Isolate mit
einer Mutation in einem der Gene des Drei-Komponenten-Sytstems eine héhere
Bereitschaft zu einer Sensibilitdtsabnahme gegentber Daptomycin aufweisen.

Derzeit nimmt man an, dass eine Kombination verschiedener Mechanismen fir
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das verminderte Ansprechen gegeniber Daptomycin verantwortlich ist.
Vermutet wird, dass es durch eine Stresssituation zu einer Aktivierung des
liaFSR-Systems kommt. Dies kann zum Beispiel durch eine Antibiotikatherapie
induziert sein. Nach dieser Theorie resultiert eine Veranderung der
Zellmembran durch eine nachfolgende Aktivierung von Genen wie gdpD oder
cls (Arias et al. 2011, Munita et al. 2013). Ob sich die Vermutungen bezlglich
der genannten Genveranderungen bestatigen und ob weiteren Genen einen

Bedeutung zukommt, ist Inhalt aktueller Forschung.
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1.6 Ziel der Arbeit

Vancomycin-resistente Enterokokken spielen eine signifikante Rolle als
Verursacher schwerer Infektionen bei stammzelltransplantierten Patienten.
Nach ldentifikation kolonisierter und damit gefahrdeter Patienten werden aus
diesem Grund im Rahmen standardisierter Eskalationsstrategien bei Fieber in
der Neutropenie Substanzen mit VRE-Aktivitdt eingesetzt. Hierzu zahlt neben
Linezolid und Tigecyclin insbesondere auch Daptomycin. Wenig ist allerdings
uber die tatsdchliche Empfindlichkeit von VRE in dem speziellen
Patientenkollektiv bekannt. Auch ist unklar, welchen Einfluss ein breiter Einsatz
von Daptomycin auf intestinal kolonisierende VRE nimmt. Aus diesem Grund
war es Ziel dieser Arbeit, die Populationsstruktur von Vancomycin-resistenten
E. faecium und ihre Empfindlichkeit gegentiber Daptomycin bei Patienten der
Knochenmarkstranplantationsstation (KMT-Station) des Universitatsklinikums
Hamburg Eppendorf zu ermitteln. Des Weiteren sollte geprift werden, ob es im
Rahmen des Einsatzes dieses Antibiotikums in der Eskalationstherapie zu einer
Abnahme der Empfindlichkeit der VRE-Stamme kommt. In diesem Fall sollten
die potentiellen molekularen Ursachen fir die Sensibilititsabnahme gegentuber

Daptomycin dargestellt werden.
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2.1 Material

2. Material und Methoden

2.1 Material
2.1.1 Geréte

Tabelle 4: Fir diese Arbeit verwendete Gerate

Laborgerat

Hersteller

37° C Brutschrank, Hygienelabor,
Universitatsklinikum Eppendorf

Memmert GmbH + Co. KG
(Schwabach, Deutschland)

Cycler peqSTAR, 96 Universal
Gradient

PEQLAB Biotechnologie GmbH

(Erlangen, Deutschland)

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

Eppendorf (Hamburg, Deutschland)

Gelelektrophoresekammer,

horizontal

MWG biotech AG (Ebersberg,
Deutschland

GielRvorrichtung fur Agarosegele

Bio-Rad Laboratories GmbH

(Miinchen, Deutschland)

GielRvorrichtung fur Agaroseblécke,
Plug Mold

Bio-Rad Laboratories GmbH

(Munchen, Deutschland)

Feinwaage Mettler PC 440,
DeltaRange

Mettler Toledo GmbH (Giel3en,
Deutschland)

Thermomixer 5436

Eppendorf (Hamburg, Deutschland)

Kuhlpumpe, Cooling Module

Bio-Rad Laboratories GmbH

(Miinchen, Deutschland)

Kuhlschrank, Liebherr Premium

Liebherr (Biberach an der Riss,
Deutschland)

Laborschttler

Edmund Buhler GmbH (Hechingen,
Deutschland)

Magnetrihrer RCT basic

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

MC-Farland Messgerat

bioMérieux Deutschland GmbH

(Nurtingen, Deutschland)

Photodokumentationssystem:

Bio-Rad Laboratories GmbH
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2.1 Material

ChemiDoc™ XRS

(Muinchen, Deutschland)

Pipetten (10 ul, 20 I, 100 pl, 200 pl,
1000 pl)

Eppendorf (Hamburg, Deutschland)

Pipettenspitzen (fir 10 pl, 20 pl,
100 pl, 200 pl, 1000 pl Pipetten)

SARSTEDT (NUmbrecht,
Deutschland)

Pulsfeldgelelektrophoresekammer,

Electrophoresis cell

Bio-Rad Laboratories GmbH

(Miinchen, Deutschland)

Elektrophorese-Netzgerat (Consort

Consort bvba (Turnhout, Belgien)

E425)

Vortexer Heidolph (Schwabach,
Deutschland)

Wasserbad GFL (Burgwedel, Deutschland)

Zentrifuge (Centrifuge 5417 R)

Eppendorf (Hamburg, Deutschland)

2.1.2 Chemikalien

Tabelle 5: Fir diese Arbeit verwendete Chemikalien

Chemikalien Hersteller

Agarose Sigma-Aldrich  Chemie ~ GmbH
(Steinheim, Deutschland)

Borsaure Merck (Darmstadt, Deutschland)

Na-EDTA Merck (Darmstadt, Deutschland)

LMP-Agarose (INCERT)

FMC Corporation (Philadelphia,
USA)

Na-Desoxycholat

Sigma-Aldrich Chemie GmbH
(Steinheim, Deutschland)

Na-Lauroyl-Sarkosin

Sigma-Aldrich Chemie GmbH

(Steinheim, Deutschland)

NaOH Plattchen

Merck (Darmstadt, Deutschland)

SeaKem® LE Agarose

Lonza (Basel, Schweiz)

Trihydroxyaminomethane (Tris)

Sigma-Aldrich Chemie GmbH

(Steinheim, Deutschland)
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2.1.3 Medien

Fir die Anzucht der Bakterien wurden Blutagarplatten (Columbia Agar with
sheep blood plus, Hersteller: Oxoid Deutschland GmbH (Wesel, Deutschland)),
Miuller-Hinton Agarplatten (Mdller-Hinton Agar, Hersteller: Oxoid Deutschland
GmbH (Wesel, Deutschland)) sowie eine fliissige Nahrbouillon (Trypticase Soja
Bouillon, Hersteller: Oxoid Deutschland GmbH (Wesel, Deutschland),
Zubereitung: Nahrbodenktiche, Institut fir Medizinische Mikrobiologie, Virologie

und Hygiene, Universitatsklinikum Eppendorf) genutzt.

2.1.4 Reagenzien und Enzyme

Tabelle 6: Fur diese Arbeit verwendete Reagenzien und Enzyme

Reagenz, Enzym Hersteller

beziehungsweise Kit

E-Teste, MIC test Strip, Daptomycin Liofilchem (Italien)
DAP 0,016-256 ug/ml (Ca** enthalted),

REF 921450

GrolRenstandard F-303 SD Thermo Scientific, Thermo Fisher
Scientific Inc. (Waltham,
Massachusetts, USA)

Insta Gene Matrix Bio-Rad Laboratories GmbH
(Miinchen, Deutschland)

Lysostaphin Sigma-Aldrich (Steinheim,
Deutschland)

Lysozym Sigma-Aldrich Chemie GmbH
(Steinheim, Deutschland)

PCR-Kid Finnzyme: Finnzymes (Finnland)

- DyNAzyme DNA-Polymerase

- dNTP Mix

- 10x DyNAzyme Buffer (Mg2" haltig)

Proteinase K-Losung P 4850-1 Sigma-Aldrich (Steinheim,
Deutschland)

Red Safe™, Nuclid Acid Staining iNt RON Biotechnology
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Solution (20,000x) Cat. No. 21141,

Iml

(Sangdaewon-Dong, Joongwon-Ku,
Sungnam, Kyungki-Do, Korea)

Restriktionsenzym Smal

Roche Diagnostic (Mannheim,
Deutschland)

Restriktionspuffer SuRe/Cut Buffer A

Roche Diagnostic (Mannheim,
Deutschland)

2.1.5 Lo6sungen

Basislosung zur Herstellung der Lysis-Losung | (ohne Lysozym): 200 ml

40 ml 5 M NaCl

40 ml 0,5 M Na-EDTA (pH 7,5)
600 pl 2 M Tris-HCI (pH 7,6)
400 mg Na-Desoxycholat

2 g Na-Lauryl-Sarkosin

A. bidest. ad 200 m|

DNA-Ladepuffer (fir PCR-Gele)
0,25 % Bromphenolblau

0,25 % Xylen Cyanol FF

15 % Ficoll

ES-L6sung zur Herstellung der Lysis-L6sung II: 2000 ml, pH 9.0

10 g Laurylsarkosin
1000 ml 0,5 M EDTA
pH-Einstellung mit NaOH

LMP-Agarose: 5ml, 1,6 %

80 mg LMP-Agarose (= Low melting point Agarose)

5 ml SE-Puffer
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In 60° C Wasserbad erhitzen bis sich die Agarose mit dem SE-Puffer homogen

vermischt

Lysis-Lésunq |

6 mM Tris-HCI (pH 7,6)
1 M NacCl

100 mM EDTA (pH 7,5)
0,2 % Na-Desoxycholat

1 % Na-Lauryl-Sarkosin
1 mg Lysozym (erst direkt vor der Benutzung hinzufugen)

NaCl: 500 ml, 5 M
146,1 g NaCl
A. bidest. ad 500 ml

Na-EDTA-L6sung: 500 ml, 0,5 M, pH 7.5
93,06 g Na-EDTA
A. bidest. ad 500 ml

SE-Puffer: 1000 ml, pH 7,5

15 ml 5 M NacCl

50 ml 0,5 M Na-EDTA (pH 7,5)
A. bidest. ad 1000 ml

TBE-Puffer: 1000 ml, 10 x konzentriert
109 g 0,9 M Tris

55,6 g 0,9 M Borsaure

7,4 g 20 mM Na-EDTA (pH 8,0)

A. bidest. ad 1000 ml




2. Material und Methoden 2.1 Material

TE-Puffer: 1000 ml

5 ml 2 M Tris-HCI (pH 7,5)

20 ml 0,5 M Na-EDTA (pH 7,5)
A. bidest. ad 1000 ml

Tris-HCI-Lésung: 100 ml, 2 M, pH 7,5
24,24 g Tris

pH-Einstellung auf pH 7,5 mit HCI

A. bidest. ad 100 m|

2.1.6 Primer

Tabelle 7: Fir diese Arbeit verwendete Primer

Primer Sequenz
vanA_for 5-GGGAAAACGACAATTGC-3
vanA_rev 5-GTACAATGCGGCCGTTA-3
vanB_for 5-ACGGAATGGGAAGCCGA-3'
vanB_rev 5-TGCACCCGATTTCGTTC-3
liaF_for 5-CATCTAAAGTCCTATAGCCAAC-3
liaF_rev 5-CAGCTAGCATCGCTCTGGAT-3'
liaR_for 5-CCAGTCTGAGATGCGTGCGC-3'
liaR_rev 5-GCCACAACAGCATGAGTGGCT-3
liaS_for 5-TACCTTTGGGCGTAGCCATCCGA-3
liaS_rev 5-CCGGTCGAAGTGTCATCGCC-3
2.1.7 Isolate

Die fur diese Arbeit untersuchten 109 VRE-Isolate aus rektalen Abstrichen
stammten aus dem Kollektiv der Patienten der KMT-Station des
Universitatsklinikums Hamburg Eppendorf des Zeitraums 2009 bis 2011. Alle
Isolate wurden bei -80 °C in der Stammsammlung des Instituts fir Medizinische
Mikrobiologie, Virologie und Hygiene aufbewahrt. Zuséatzlich wurden 24 Wildtyp

E. feacium anderer Kliniken des Universitatsklinikums Hamburg Eppendorf im
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Rahmen der Routinediagnostik im Jahr 2012 isoliert, auf Blutagarplatten bei 37
°C fur 24 h angezichtet und dann zunachst bei —4 °C aufbewahrt. Alle fur diese

Arbeit untersuchten Isolate sind im Anhang aufgefihrt (Tabelle 15 und 16).
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2.2 Methoden

2.2.1 Allgemein mikrobiologische Methoden

2.2.1.1 Anzucht von Bakterien

Nach dem Auftauen der Stammsammlungsisolate wurden die Tréager der
gefrorenen Bakterienisolate, in diesem Fall die in dem Stammbhaltungsbehélter
befindlichen Plastikpellets, mit sterilen Plastikdsen auf Blutagarplatten nach
dem Drei-Osen-Ausstrich aufgetragen. Dann erfolgte die Anzucht bei 37 °C fur
24 h in einem Brutschrank. Die weitere Aufbewahrung der Stammisolate
erfolgte auf Blutagarplatten in einem Kuhlschrank bei -4 °C.

Zur Nutzung fur die verschiedenen Methoden wurden die Stammisolate erneut
auf Blutagarplatten ausgestrichen und bei 37 °C fir 24 h subkultiviert. Diese
Subkultur stand dann unter anderem fir die Empfindlichkeitsprufung oder die
Extraktion chromosomaler DNA zur Verfigung.

Vor Durchfihrung einer Pulsfeldgelelektrophorese erfolgte das Einbringen einer
Kolonie einer frischen Subkultur in 10 ml TSB Bouillon und eine Bebriutung zur
Vermehrung der Bakterien bei 37 °C fur 24 h.

2.2.1.2 Empfindlichkeitsprifung

Der Epsilometertest beziehungsweise E-Test ist ein Verfahren fir die
Empfindlichkeitstestung von Bakterien auf spezifische Antibiotika. Das jeweilige
Antibiotikum ist in verschiedenen Konzentrationen, die den Gradienten einer
Skala der Teststreifenoberseite entsprechen, an dessen Unterseite
aufgetragen. Es erfolgt das mittige Auflegen des Teststreifens auf eine zuvor
mit einer standartisiereten Konzentration von Bakteriensuspension inokulierte
Agarplatte. Wahrend einer Ubernachtinkubation vermehren sich die Bakterien.
Gleichzeitig diffundiert das Antibiotikum, entsprechend dem
Konzentrationsgradienten, aus dem Streifen in das Medium. Die
Bakterienkolonien kénnen nur dort wachsen, wo der Konzentrationsgradient
unter ihrer Empfindlichkeit liegt. So entsteht eine Bakterien-Elipse, deren
Berihrungspunkt mit dem Teststreifen sich auf der Skala abgelesen lasst. Dies
ermoglicht die Empfindlichkeitsbestimmung des Bakteriums gegeniber dem
Antibiotikum (Lee 2009).
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Fir die Versuche mit den Patientenisolaten erfolgte zunachst die
Subkultivierung entsprechender Bakterienkolonien Uber Nacht (siehe 2.2.1.1).
Dann wurde eine Bakteriensuspension mit autoklaviertem NaCl und der
jeweiligen Subkulturen des E. faecium-Isolats angefertigt bis sich ein McFarland
von 0,5 einstellte und diese gleichm&Rige auf einer Muller-Hinton Agarplatte
ausgestrichen. Der E-Test-Streifen fir die Daptomycinempfindlichkeitstestung
wurde mittig platziert. Es folgte die Ubernachtbebriitung bei 37 °C und die

Auswertung am nachsten Tag.

2.2.2 Molekulare Methoden

2.2.2.1 Pulsfeldgelelektrophorese

Die Pulsfeldgelelektrophorese ist ein Verfahren, mit dem einzelne Fragmente
der DNA von Bakterienisolaten nach lhrer Grol3e aufgetrennt und dargestellt
werden konnen. Das Trennen der Fragmente erfolgt mittels einer
Agarosegelelektrophorese. Das Agarosegel enthalt eine Gelmatrix, deren
PorengrofRe je nach Konzentration des Gels variiert. Durch das Anlegen einer
Spannung wandern die DNA-Fragmente im elektrischen Feld zum Pluspol. Die
Wanderungsgeschwindigkeit nimmt hierbei bei zunehmender Fragmentgréiie
ab. Standardgele trennen Fragmente mit bis zu 20 kb auf (Fuchs und Schlegel
2007). Durch die Pulsfeldgelelektrophorese gelingt es, grol3ere DNA-Molekiile
zu fragmentieren, da hier das elektrische Feld nicht mehr statisch in eine
Richtung, sondern durch mit wechselnder Spannung und abwechselnd in
verschiedenen Richtungen angelegt wird. Bei jeder Anderung des elektrischen
Feldes richtet sich die DNA erneut aus. Grol3e Molekule werden dadurch
starker zurtickgehalten als kleine. Mit der PFGE lassen sich so die Molekile
nach lhrer Molmasse und nach ihrer Gestalt und topographischen Lage

entsprechend aufgetrennen (Watson et al. 2011).

Fur die Pulsfeldgelelektrophorese vorbereiteten Losungen:

- 200 ml Basislésung zur Herstellung der Lysis-Losung | (ohne Lysozym)
- 1000 ml ES-L6sung (pH 9,0) zur Herstellung der Lysis-Losung |l

- 500 ml 5 M NacCl

- 500 ml 0,5 M Na-EDTA-L6sung (pH 7,5)
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-5ml 1,6 % LMP-Agarose

- Lysis-L6sung |

- 100 ml 2 M Tris-HCI-L6ésung (pH 7,5)

- 1000 ml SE-Puffer (75 mM NacCl, 25 mM EDTA/pH 7,5)
- 1000 ml 10 x konzentrierter TBE-Puffer

- 1000 ml TE-Puffer

2.2.2.1.1 Anzucht der Kulturen
Es erfolgte eine Anreicherung frisch subkultivierter Bakterienisolate in TSB
Bouillon (siehe 2.2.1.1).

2.2.2.1.2 Herstellung von Agaroseblécken

Damit die DNA fur die nachfolgenden Reaktionen stabil blieb und keinen
ungewollten Reaktionen ausgesetzt war, erfolgte die Fixierung der bakteriellen
DNA in Agaroseblécken. Diese schitzte unter anderem vor Scherkraften beim
Pipettieren. Die in Agarose gebetteten Bakterien waren aber weiterhin zugangig
fur Schritte wie Lyse und Restriktion. Vor der Uberfilhrung der Bakterien in die
Agarose fand eine Reinigung von der Bouillon statt. Dies erfolgte durch
Vortexen, Uberfihren von je 1000 ul der  Flussigkeit in
Eppendorfreaktionsgefafle und Zentrifugierung fir 2 min bei 12000 rpm. Das
hierdurch entstandene Bakterienpellet wurde dann in 1 ml SE-Puffer
resuspendiert und wieder 2 min bei 12000 rpm zentrifugiert (= Waschvorgang).
Nach dem zweiten Waschvorgang erfolgte die Resuspension in 500 ul SE-
Puffer. Zur Herstellung der Agarose fand zunachst die Herstellung von bei 60
°C flussig gehaltener 1,6 % LMP-Agarose statt. Kurz vor dem Hinzufligen der
Bakteriensuspension erfolgte die Zugabe von einer Spatelspitze Lysozym und
anschlieBendes Vortexten. Dann konnten jeweils 70 pl Bakteriensuspension mit
70 pl 1,6 % LMP-Agarose in ein Eppendorfreaktionsgefald gegeben und erneut
gevortext werden. Durch die Uberfilhrung der Mischung (ca. 100 pul) in
Giel3blocke und anschlieBender Aushartung im Kuhlschrank fir 20 min

verfestigte sich die bakterienhaltige Agarose zu Blécken.
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2.2.2.1.3 Lyse |

Die Agaroseblocke lie3en sich nach der Aushértung in mit je 1 ml Lysislosung |
beflllte Eppendorfreagenzgefal3e leiten (kurz vorher Hinzugabe von 5 mg
Lysozym/1 ml). Es folgte die Ubernachtinkubation bei 36 °C, in der die erste
Lysisreaktion ablief.

2.2.2.1.4 Lyse I
Durch das Ersetzen der Lysislésung | durch die Lysislésung Il (1 ml ESP-
Lésung mit 2 pl Proteinase K-Lésung) und Ubernachtinkubation bei 56 °C fand

die Lysisreaktion Il statt.

2.2.2.1.5 Waschen

Dann wurden die Agaroseblocke gereinigt, indem die Blocke in jeweils 10 ml
TE-Puffer Uberfihrt und 1 h auf dem Schittler gewaschen wurden. Es folgte der
Austausch des TE-Puffers durch frischen TE-Puffer und ein erneutes
Schwenken der Blocke fur 1 h auf dem Schittler. Dieser Waschvorgang erfolgte
viermal hintereinander. Dann konnten die Blocke entweder bei 4 °C aufbewahrt

oder direkt fur die Restriktion genutzt werden.

2.2.2.1.6 DNA-Spaltung mittels Smal

Der nachste Schritt war der Restriktionsverdau. Vorerst wurde eine 1:10
Verdinnung eines 10x konzentrierten Restriktionspuffers A durch Hinzugabe
von destilliertem Wasser hergestellt. Nach der Entnahme der Blocke aus dem
TE-Puffer wurden sie 1 h in je 600 ul des 1:10 verdunnten Restriktionspuffer A
gegeben. Nach der Entfernung des Puffers erfolgte die Zugabe von jeweils 100
ul 1:10 verdunnten Restriktionspuffer A und 4 pl Smal (erst kurz vorher dem
Puffer hinzugefugt). Die Inkubation fand bei 25 °C Uber Nacht statt.

2.2.2.1.7 Elektrophorese

Dann erfolgte die Gelelektrophorese zur Auftrennung der DNA. Dazu wurde
zuerst in einer separaten Gelkammer, die mit einem Plastikkamm versehen war,
ein 1 % Gel angefertigt. Durch Erhitzung von 1,4 g Sigma-Agarose in 140 ml 0,5
x konzentriertem TBE-Puffer (fir 2 L wurden 100 ml 10 x konzentrierter TBE-
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Puffer mit 1,9 L Aqua dest. gemischt) entstand ein flissiges Gel. Diesem wurde
7 ul Red Safe™ Farbstoff hinzugefiigt. Nach erfolgter Abkiihlung in der
Gelkammer erhielt es seine gewtnschte Form und Festigkeit. Nach Entfernung
des Kamms entstanden Taschen im Gel, in die sich die Bakterien-DNA-
enthaltenden Gelblécke platzieren lieBen. Eine Abdichtung der Taschen
ermdglichte das UbergieRen mit restlicher Agarose. Es folgte die Uberfiihrung
des mit DNA-Blocken Dbefilten Gels in die Kammer des
Pulsfeldgelelektrophoresegerats. Das Gel wurde in die Mitte der PFGE-Kammer
auf eine dinne Plastikplatte gelegt. Nach Beflillen der PFGE-Kammer mit 2 L
0,5 x TBE-Puffer umgab dieser das Gel vollstdndig. Die Durchfihrung der
Pulsfeldgelelektrophorese mit der E. faecium-DNA erfolgte mit den in Tabelle 8

aufgefuihrten Einstellungen.

Tabelle 8: PFGE-Einstellungen fur E. faecium-DNA

Funktion Einstellung
Block 1 5-35sflir20h
Block 2 -

Spannung 6,0 V/cm
Winkel 120 °C
Umwaélzrate der Pumpe 100 %
Kihltemperatur 14 °C

Nach 20 h Laufzeit wurde das Gel aus der PFGE-Kammer entfernt, unter UV-
Licht mit dem Photodokumentationssystem ChemiDocTM XRS dargestellt und
dokumentiert. Die Auswertung der PFGE-Muster erfolgte nach dem von

Tenover ausgearbeiteten Bewertungsschema (Tenover et al. 1995).

2.2.2.2 Extraktion chromosomaler DNA

Die Extraktion der DNA der Bakterienisolate diente der Bereitstellung
geeigneten Bakterienmaterials fur die Polymerasekettenreaktion. Zu Beginn
wurden in einem Eppendorfreaktionsgefald Bakterienkolonien einer Subkultur in
sterilem Wasser gelést, bis sich die Flussigkeit tribte. Das Gemisch wurde 1

min bei 12000 rpm zentrifugiert und der Uberstand dekantiert. Dann erfolgte das
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Losen des entstandenen Pellets in 200 ul InstaGene Matrix und eine Inkubation
fur 20 min bei 56 °C. Nach dem Vortexen des Gemisches fur 10 sec bei
Hochgeschwindigkeit, darauf folgender Inkubation fir 8 min bei 100 °C,
anschlieBendem Vortexen fiur 10 sec und Zentrifugieren bei 12000 rpm fir 3
min konnte die im Uberstand der Flussigkeit befindliche DNA vorsichtig
abpipettiert und fir weitere Methoden genutzt werden. Nicht bendtigte DNA liel3
sich in der verbliebenden Flussigkeit bei -20 °C im Gefrierschrank aufbewahren.

2.2.2.3 Polymerasekettenreaktion

Die Polymerasekettenreaktion ermdglicht die Vermehrung von spezifischen
DNA-Molekulen. Eine DNA-Sequenz, die den zu vermehrenden DNA-Abschnitt
(template) enthalt, wird zusammen mit Desoxy-Nukleosid-Triphosphaten
(dNTP) und einer hitzestabilen DNA-Polymerase zusammengebracht. Es folgt
der Zusatz von Startersequenzen, den sogenannten Primern, die komplementar
zu den Enden der zu vermehrenden Zielsequenz auf der Ursprungs-DNA sind.
Durch anschlieRendes Erhitzen auf 96 °C wird die doppelstrangige DNA
denaturiert und durch nachfolgendes Einstellen der fir die komplementéren
Primer optimalen Temperaturen konnen diese an die aufgetrennte DNA binden.
Durch Einstellen der Temperatur auf 60-70 °C kann dann die Polymerase,
beginnend an den Primern, mit der Vervielfaltigung der DNA-Abschnitte
beginnen, so dass neue Tochter-DNA entstehen. Diese Vorgange werden
mehrmals durchlaufen, was zu einer exponentiellen Vermehrung der DNA-
Produkte fuhrt (Buddecke 2002, Cypionka 2010).

Fur die nachfolgenden Versuche wurde zuerst ein Mix aus den in Tabelle 9
aufgefihrten Medien hergestellt, deren Menge zusammen ein Endvolumen von

50 ug ergab.

Tabelle 9: Mengenangaben fiir PCR-Medien

Inhaltsstoff Menge
steriles Wasser 35,5 ul
Mg”* haltiger Puffer 5 pl
dNTP (Nukleotide) 1l
for_Primer 1,5 pl
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rev_Primer 1,5 pl
Danazyme-DNA (Polymerase) 0,5 ul
DNA Extrakt (siehe 2.2.2.2) 5 pl

Bei mehreren Proben lie3 sich die Mengen entsprechend multiplizieren. Alle
Medien, bis auf die bakterielle DNA, wurden in ein Eppendorfreaktionsgefaf}
gegeben. Der Mg?* haltige Puffer war zunéchst zehnfach konzentriert. Durch
das Hinzugeben der anderen Flussigkeiten entstand schlie3lich eine einfache
Konzentration des Puffers. Je nach Fragestellung erfolgte die Zugabe der
jeweiligen Primer. Nach Zugabe der Reagenzien in das
EppendorfreaktionsgefdR  erfolgte das Vortexen fir 10 sec Dbei
Hochstgeschwindigkeit. Danach wurden jeweils 45 ul des Mixes auf
EppendorfreaktionsgefaRe (0,5ml GefalRe) verteilt, anschlieRend in die GefalRe
jeweils 5 ul Bakterien-DNA eingefligt und erneut 10 sec gevortext. Die PCR-
Reaktion erfolgte in einem peqSTAR Cycler.

2.2.2.3.1 vanA-, vanB-PCR

Fur die vanA-PCR kam der vanA-forward Primer und der vanA-reverse Primer
zur Verwendung. Fur die vanB-PCR erfolgte die Zugabe des vanB-forward
Primers und des vanB-reverse Primers. Die Reaktionsvorgénge des Cyclers fir
die vanA- beziehungsweise vanB-PCR verliefen nach den in Tabelle 10

angegebenen Temperaturen und Zeiten.

Tabelle 10: vanA- und vanB-PCR

Reaktion Temperatur Dauer
1. Lésen der Primer (von gebundenen 95 °C 2 min
Antikorpern)
2. Denaturierung der DNA 94 °C 30 sec
3. Aneeling (Bindung der Primer an DNA) 55°C 30 sec
4. Extension (Verlangerung) 1000 bp/min 72 °C 1 min
5. Cyclen (Wiederholung Schritt 2.-4.) 35 X
6. Synthese (Bindung aller Einzelstrange 72 °C 5 min
vervollstandigen)
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7. Kihlung (Aufbewahrung) 4°C endlos

2.2.2.3.2 PCR zum Nachweis der Gene liaF, liaR, liaS

Vor der Durchfiihrung der PCR zum Nachweis der Gene liaF, liaR, liaS mussten
die geeigneten Anneelingtemperaturen der entsprechenden Primer ermittelt
werden. Dies gelang, indem die Proben auf dem Thermoblock eines PCR-
Cyclers verteilt wurden, auf dem sich fir jede Reihe eine gewinschte
Anneelingtemperaturen eingestellen lieR (Mulhardt 2009). Zur Ermittlung der
geeigneten Temperaturen fur die Bindung der jeweiligen Primer wurde diese
Gradienten-PCR jeweils mit den zwei Primern (forward und reverse) von liaF,
liaR und liaS durchgefuhrt. Nach Auftrennung und farblicher Darstellung der
DNA-Fragmente in der Agarosegelelektrophorese, erfolgte die Wahl der
Aneelingtemperaturen fur die Reaktionsversuche, bei der sich die Banden im
Gel am deutlichsten darstellten.

Fur die nachfolgenden Reaktionen mit den Primern der Gene liaF, liaR und liaS
kamen die bendtigten Medien entsprechend der Tabelle 9 zur Anwendung. Die
jeweilige PCR fand mit der hierfir mittels Gradienten-PCR ermittelten und in
Tabelle 11 aufgefiihrten Aneelingtemperatur statt. Die Zeiten der einzelnen
Reaktionen entsprachen denen der vanA- beziehungsweise vanB-PCR.

Anschlie3end folgte eine Agarosegelelektrophorese.

Tabelle 11: Bindungstemperaturen der Primer

Primer Annelingtemperatur
liaF_for, liaF_rev 55°C
liaR_for, liaR_rev 60 °C
liaS_for, liaS_rev 60 °C

2.2.2.4 Agarosegelelektrophorese

Durch die Gelelektrophorese im Agarosegel lassen sich DNA-Fragmente in
einem GroRRenbereich von 10 Basenpaaren (bp) bis 1000 Kilobasen (kb)
auftrennen. Um die DNA-Fragmente einer PCR sichtbar zu machen, kann eine
horizontale Gelelektrophorese zur Anwendung kommen. Die Zugabe von
Farbstoffen macht die PCR-Produkte im Gel sichtbar (vom Stein 2009).
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Zunachst erfolgte die Auftrennung der PCR-Produkte in einem 1,5 %igen
Agarose-Gel. Hierfur wurde 1,5 g Agarose mit 100 ml 0,5 x konzentriertem TBE-
Puffer vermischt, in der Mikrowelle bis zum vollstdndigen Losen der Agarose
aufgekocht und dann bei Zimmertemperatur abgekuhlt. Nach Zugabe von 5 pl
Farbstoff Red Safe™ wurde die Flussigkeit in einen Geltrager mit einem Kamm
zur Bildung von Taschen gegossen und abgekihlt. Nach Aushéartung des Gels
wurde die Kammer mit 0,5 x konzentriertem TBE-Puffer, bis zur vollstandigen
Benetzung des Gels, aufgefillt und der Kamm entfernt. Vor dem Einbringen der
Proben in eine Geltasche erfolgte das Mischen von je 5 ul eines PCR-Produktes
mit je 2 ul Ladepuffer. Zusatzlich wurde in die erste Geltasche 3,5 ul
GrolRenstandard F-303 SD eingebracht, was einen Vergleich der Grol3e der
Fragmente ermoglichte. Die Auftrennung erfolgte durch Anlegen einer
Spannung von 130 V fir eine Stunde. Anschlielend wurden die Gellaufe mit
dem Photodokumentationssystem ChemiDocTM XRS sichtbar gemacht und

dokumentiert.

Abb. 2: Der Gr6Renstandard F-303 SD. Dieser Marker fir
Gelelektrophoresen, enthalt einen Mix aus: Hindlll-gespaltener DNA des A-
Phagens und Haelll-gespaltener DNA des Phagens ¢X174. Die Banden
sind ihrer nach GroRRe aufgetrennt und beschriftet. Mit * markierte Banden
sind haufig aufgrund unzureichender DNA Mengen nicht sichtbar.
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3. Ergebnisse

3.1 Allgemeine Beschreibung der analysierten E. faecium-
Population

Es erfolgte zunachst eine Anzucht und Subkultivierung der Bakterien aus der
Stammsammlung. Von insgesamt 133 E. faecium-Isolaten stammten 109
Isolate aus dem Kollektiv der Patienten der Klinik fir Stammzelltransplantation
und waren im Rahmen der Sreeninguntersuchungen als gegenuber
Vancomycin resistent identifiziert worden. 24 Isolate stammten von Patienten,
die in anderen Kliniken des Universitatsklinikums Hamburg Eppendorf
behandelt worden waren. Bei diesen Isolaten handelte es sich um Vancomycin-
sensible Stamme.

Die Isolate der Knochenmarkstransplantationsstation stammten von 58
Patienten und wurden im Zeitraum 21.09.2009 bis 27.09.2011 entnommen. Bei
27 (46,6 %) dieser Patienten lag ein Isolat vor. Bei den utbrigen 31 Patienten
(53,4 %) lagen zusatzlich Folgeisolate, die zu unterschiedlichen Zeitpunkten im
Verlauf des Klinikaufenthaltes im  Kontext  wochentlicher VRE-
Screeninguntersuchungen angeziichtet worden waren, vor. Bei 22 Patienten
lagen zwei Isolate, bei vier Patienten drei Isolate, bei einem Patienten vier
Isolate, bei zwei Patienten funf Isolate und bei zwei Patienten sechs Isolate vor.
Ein Abstand von mindestens drei Wochen zwischen der Enthahme des Erst-

und eines Folgeisolats lag bei 20 Patienten vor.
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3.2 Analyse der Populationsstruktur der E. faecium-

Stammsammlung

3.2.1 Pravalenz von vanA und vanB bei Vancomycin-resistenten E.
faecium von KMT-Patienten

Fur die Bestimmung des van-Typs der VRE-Isolate wurden die jeweils zeitlich
ersten Probe der Patienten ausgewahlt und einer vanA- und vanB-PCR

unterzogen.

Kontrollen VRE-Isolate

G vanA vanB 40b 21c 24b 9b 42b 23a 23b 10a 19a 58b 20a 1la

872 bp [EEEEE
603 bp FeEEE

Abb. 3: Typisierung des vanA/B-Genotyps mittels PCR. Chromosomale DNA der VRE-Isolate
wurde als template in einer PCR-Reaktion unter Verwendung vanA- und vanB-spezifischen
Primern eingesetzt. Die resultierenden Amplifikate wurden auf einem 1,5 % Agarosegel
aufgetragen. Die Bandendarstellung erfolgte durch Red Safe™. Eine Positiv- und
Negativkontrolle erfolgte durch die Typisierung von bereits bekannten vanA- und vanB-
Stdmmen. Die Patientenproben sind nach Patientennummer und alphabetisch nach deren
jeweiligen Isolaten zugeordnet (hier Darstellung von verschiedenen Erst- und Folgeisolaten).
G: GroRenstandard (Phage A, Hindlll-gespalten, Phage ¢X174, Haelll gespalten)
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Von den insgesamt 58 Isolaten waren 48 (82,76 %) vanA positiv und zehn
(17,24 %) vanB positiv.
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Abb. 4. Darstellung der Verteilung von vanA- und
vanB-Typen im Kollektiv der 58 VRE Erstisolate.
vanA-Typ: 48 Isolate; vanB-Typ: 10 Isolate

3.2.2 Beschreibung der PFGE-Muster der Erstisolate von
unterschiedlichen Patienten

Alle Erstisolate der 58 KMT-Patienten wurden einer PFGE unterzogen, um eine
Aussage bezlglich einer moglichen Ausbruchssituation auf der KMT-Station zu
ermdglichen. Zum Nachweis, ob es sich bei den 58 Patientenerstisolaten um
jeweils identische oder unterschiedliche VRE Stamme handelte, wurde die
klonale Verwandtschaft dieser Isolate anhand der Bandenmuster in der PFGE
verglichen. Es stellte sich heraus, dass sich die Erstisolate der einzelnen
Patienten in allen Féllen in mehr als vier Banden voneinander unterschieden.
Nach der Bewertungsgrundlage von Tenover handelte es sich somit um klonal
unterschiedliche Stamme (Tenover et al. 1995). Es lag demnach keine
Ausbruchssituation auf der KMT-Station vor. Vielmehr schienen die KMT-

Patienten von unabhangigen VRE-Klonen besiedelt zu sein.
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VRE-Isolate
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Abb. 5: Analyse der klonalen Verwandtschaft
von VRE-Isolaten mittels PFGE. Am Beispiel
der jeweils ersten Proben (erste Probe = a) von
Patient Nr. 39, 82, 35 und 5 wird deutlich, dass
die Bandenmuster der Patientenisolate
voneinander differieren und es sich um klonal
unterschiedliche Stamme handelt.

3.2.3 Beschreibung der Daptomycin-MHK-Verteilung bei VRE-Erstisolaten
Die zum frihsten Zeitpunkt des Klinikaufenthaltes isolierten VRE-Stamme
(sogenannte Erstisolate) der 58 Patienten wurden mittels E-Test auf lhre
Empfindlichkeit gegentiber Daptomycin geprft. Von diesen 58 Isolaten hatten
17 (29,3 %) eine Daptomycin-MHK von 4 ug/ml. Bei 38 Proben (65,5 %) wurde
eine MHK von 8 pg/ml gemessen. Mit jeweils einem Stamm konnten bei
Erstiolaten MHK-Werte von 16 ug/ml (Isolat 25a), 32 pg/ml (Isolat 6a)
beziehungsweise 64 pupg/ml (Isolat 52a) nachgewiesen werden. Die

durchschnittliche MHK betrug 8,34 ug/ml, der Median lag bei 8 ug/ml.
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Abb. 6: Verteilung der Daptomycin-MHK der Erstisolate der 58

Patienten der KMT-Station. Mittelwert: 8,34 ug/ml; Median: 8 pug/mil.
Patient 25, dessen Erstisolat (25a) am 17.03.2011 entnommen worden war,
wies eine Daptomycin-MHK von 16 pg/ml auf. Bei diesem Patienten hatte zum
Zeitpunkt der Isolierung des Stamms noch keine Therapie mit dem Lipopeptid
stattgefunden. Eine Daptomycintherapie erfolgte erst ab dem 04.04.2011 bis
einschlie3lich 07.04.2011. Demnach besal} dieses Isolat priméar eine
verminderte Daptomycinsensibilitét, die unabhangig von der Therapie evident
wurde. Bei diesem Patienten lagen keine Folgeisolate mehr vor. Das Erstisolat
(6a) von Patient 6 wies eine Daptomycin-MHK von 32 ug/ml auf. Es lagen keine
Informationen mehr bezlglich einer mdglichen Daptomycintherapie im Zeitraum
vor der Stammanzucht vor. Auch hier gab es keine Folgeisolate des Patienten.
Bei Patient 52 wies das Erstisolat (52a) eine Daptomycin-MHK von 64 pg/ml
auf. Hier gab es ebenfalls keine Folgeisolate und es lagen keine Angaben
beziglich einer Daptomycintherapie vor.

3.2.4 Darstellung von van-Genotyp und Daptomycin-MHK

Es folgte eine Gegeniberstellung der Erstisolate mit einer gleichzeitigen
Darstellung der van-Genotypen und der MHK-Werte.

Es stellte sich zunachst die Frage, wie die MHK-Werte einzuteilen waren. Da
keine Daten bezuglich der Definition einer Daptomycinresistenz bei

Enterokokken, insbesondere bei VRE, vorlagen, wurde eine Einordnung in
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Stammsammlung

Anlehnung an die bei den Erstisolaten gemessenen Daptomycin-MHK-Werte
vorgenommen. Da die durchschnittiche MHK der Erstisolate 8,34 ug/ml betrug
und der Median bei 8 pg/ml lag, wurde angenommen, dass Isolate mit einer
MHK > 8 ug/ml vermutlich Eigenschaften besitzen, die eine
Resistenzentwicklung begiinstigen. Bei diesen Isolaten erfolgten spéater bei
Vorliegen weiterer Kriterien genauere Analysen. Die MHK-Werte von < 8 ug/ml
bei den anderen Isolaten lie3en aufgrund der fehlenden Datenlage keine valide
Interpretation bezuglich moglicher Resistenzeigenschaften zu.

Zunachst erfolgte die Analyse der vanA- und vanB-Gene der 58 Erstisolate. 48
Isolate besalien das vanA-Gen, 10 Isolate das vanB-Gen. Es folgte dann die
Gegenuberstellung der MHK-Werte bezogen auf den van-Typen. 45 der 48
vanA-positiven Isolate (93,75 % aller vanA-Isolate) wiesen eine MHK Kkleiner
oder gleich 8 pug/ml auf. Drei vanA-Isolate (6,25 % aller vanA-Isolate) hatten
eine MHK, die grof3er als 8 pg/ml war. Bei den zehn vanB-positiven Isolaten

besal3en alle (100 % der vanB-Isolate) eine MHK kleiner oder gleich 8 ug/ml.

50- 45
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Abb. 7: Darstellung der Verteilung der MHK-Werte im Kollektiv der
58 VRE-Erstisolate bezogen auf den van-Typ. Bei den vanA-Typen
wiesen 45 Isolate eine MHK kleiner oder gleich 8 ug/ml und drei
Isolate eine MHK groRer als 8 ug/ml auf. Von den vanB-Stammen
zeigten alle Isolate eine MHK kleiner oder gleich 8 pg/ml.
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Stammsammlung

Dann erfolgte zum Vergleich dieselbe Analyse und Gegenuberstellung mit den
aus anderen Kliniken des UKE stammenden E. faecium-Isolaten. Von diesen 24
Wildtyp-Stammen wiesen zwei (8,33 %) eine Daptomycin-MHK von 2 ug/ml auf.
Funf (20,83 %) Isolate hatten eine MHK von 4 ug/ml und bei 17 (70,83 %)
Isolaten wurden eine MHK von 8 ug/ml ermittelt. Kein Isolate zeigte eine MHK >

8 ug/ml. Es ergab sich ein Mittelwert von 6,66 ug/ml und ein Median von 8

ug/ml.

17

Anzahl Isolate (n)
H
o
L

T T T T T
2.0 4.0 8.0 16.0 320 64.0 128.0 256.0
MHK in pg/ml

Abb. 8: Darstellung der Verteilung der MHK-Werte bei Vancomycin-
empfindlichen E. faecium-Isolaten. Der errechnete Mittelwert lag bei
6,66 pg/mlund der Median bei 8 pg/ml.
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3.3 Analyse von VRE-Folgeisolaten

3.3.1 Beschreibung der Klonalitat von Verlaufsisolaten bei Vorliegen von
n=2 Isolaten des Patienten

Im Folgenden wurde die Klonalitat von Isolaten der KMT-Patienten analysiert,
bei denen zwei oder mehr Isolate in einem Abstand von mindestens drei
Wochen entnommen worden waren. Bei 20 Patienten trafen die Kriterien zu.
Diese Isolate wurden mittels PFGE analysiert und die resultierenden
Bandenmuster miteinander verglichen. Die Beurteilung der klonalen

Verwandschaft erfolgte anhand der Kriterien von Tenover (Tenover et al. 1995).

VRE-Isolat (Datum der Isolierung)
10a 10c
(24.03.2011) (19.04.2011)
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Abb. 9: Darstellung der klonalen Identitat
von VRE-Folgeisolaten anhand der PFGE-
Muster Smal-gespaltener chromosomaler
DNA. Beispielhafte  Darstellung  der
Klonalitat von Folgeisolaten eines Patienten
(Patient 10). Erstisolat (a) am 24.03.2011
(links) und Folgeisolat (c) am 19.04.2011
(rechts) enthommen.
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3. Ergebnisse 3.3 Analyse von VRE-Folgeisolaten

VRE-Isolat (Datum der Isolierung)
51a 51b
(30.11.2010) (08.03.2011)

2

Abb. 10: Untersuchung der klonalen
Identitdt von VRE-Folgeisolaten anhand
der PFGE-Muster Smal-gespaltener
chromosomaler DNA. Beispielhafte
Darstellung der Klonalitat von
Folgeisolaten eines Patienten (Patient
51). Erstisolat (a) am 30.11.2010 (links)
und Folgeisolat (b) am 08.03.2011
(rechts) entnommen.

Zunachst erfolgte die nahere Betrachtung von Isolaten der Patienten, bei denen
exakt zwei Isolate vorlagen. Dieses Kriterium lag bei elf Patienten vor. Der
Vergleich der Bandenmuster in der PFGE zeigte, dass bei sieben Patienten
beide Isolate ein identisches Bandenmuster aufwiesen und somit eine klonale
Identitat vorlag. Bei vier Patienten unterschieden sich die Bandenmuster des
Erst- und Folgeisolates in mehreren Banden, so dass nach dem
Bewertungsschema von Tenover von klonal unterschiedlichen Isolaten
ausgegangen werden musste. Die Analyse verdeutlichte, dass die Patienten
der KMT-Station im Verlauf ihres stationaren Aufenthaltes sowohl mit klonal
identischen als auch mit klonal unterschiedlichen Isolaten besiedelt sein

konnten.
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3. Ergebnisse 3.3 Analyse von VRE-Folgeisolaten

3.3.2 Beschreibung der Klonalitat von Verlaufsisolaten bei Vorliegen von
n>2 Isolaten des Patienten

Im weiteren Verlauf wurden Isolate von den Patienten in der PFGE
gegenubergestellt, bei denen mehr als zwei Isolate vorlagen und unter denen
sich solche fanden, die mindestens einen dreiwochigen Abstand zum Erstisolat
aufwiesen. Bei neun Patienten lagen diese Kriterien vor. Dann wurden die
Bandenmuster aller Isolate des jeweiligen Patienten chronologisch gegliedert
und nach dem Schema von Tenover bewertet (Tenover et al. 1995). Hierbei
lieBen sich klonal unterschiedliche VRE-Stamme nachweisen, von denen
wiederum im zeitlichen Verlauf klonal identische Folgeisolate vorlagen. Bei
einem Patienten waren alle Isolate klonal identisch und gehérten somit zum
selben Stamm. Bei sieben Patienten lie3en sich insgesamt zwei verschiedene
VRE-Stamme nachweisen. Ein Patient war im Verlauf mit drei unterschiedlichen
VRE-Stdmmen besiedelt.

VRE-Isolat (Datum der Isolierung)
8a 8b 8c 8d 8e 8f
(18.05.10) (25.05.10) (08.06.10) (09.06.10) (15.06.10) (23.06.10)

Abb. 11: Darstellung der klonalen Identitdt von VRE-Folgeisolaten anhand
der PFGE-Muster Smal-gespaltener chromosomaler DNA. Beispielhafte
Darstellung der Klonalitat von Folgeisolaten eines Patienten (Patient 8).
Erstisolat (a) am 18.05.2010 (links) und Folgeisolate (b-f) bis 23.06.2010
(rechts) entnommem. Die Isolate 8a, 8b, 8d und 8f sind nach dem
Bewertungsschema von Tenover als klonal identisch definiert (rote Dreiecke).
Ein von diesen Isolaten abweichendes Bandenmuster weisen die Isolate 8c
und 8e auf, die sich wiederum zueinander klonal identisch zeigen und somit
einen zweiten VRE-Stamm darstellen (gelbe Markierung). Patient 8 ist folglich
gleichzeitig mit mindestens zwei klonal unterschiedlichen Stammen besiedelt,
deren Isolate sich wiederum untereinander klonal identisch zeigen.
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VRE-Isolat (Datum der Isolierung)
33a 33b 33c 33d 33e 33f
(19.01.10) (26.01.10) (23.03.10) (30.03.10) (05.05.10) (11.05.10)

Abb. 12: Darstellung der klonalen Identitdt von VRE-Folgeisolaten
anhand der PFGE-Muster Smal-gespaltener chromosomaler DNA.
Beispielhafte Darstellung der Klonalitdt von Folgeisolaten eines
Patienten (Patient 33). Erstisolat (a) am 19.01.2010 (links) und
Folgeisolate (b-f) bis 11.05.2010 (rechts) entnommen. Farblich sind die
gleichen beziehungsweise &hnlichen PFGE-Muster markiert (rote,
gelbe und blaue Dreiecke). Die horizontalen gelben Pfeile zeigen zwei
Banden des Isolats 33c, welche in den Isolaten 33d und 33f fehlen
(durch  horizontale  graue  Pfeile  markiert). Nach dem
Bewertungsschema von Tenover sind die Isolate 33c, 33d und 33f als
klonal identisch zu bewerten, da ihre Bandenmuster sich nur in zwei
Banden unterscheiden.

Anhand des Vergleichs der PFGE-Bandenmuster konnte gezeigt werden, dass
Patienten zeitgleich und Uber einen langeren Zeitraum mit mehreren VRE-

Stammen besiedelt sein kdnnen.

3.3.3 Beschreibung der Daptomycin-MHK im Verlauf

Es stellte sich die Frage, ob die einzelnen Stammpaare der Patienten
Unterschiede beziglich ihrer Empfindlichkeit gegentiber Daptomycin aufwiesen
und wie sich diese Uber einen langeren Zeitraum entwickelte. Daher erfolgte die
parallele Betrachtung der MHK-Werte einzelner Isolaten von klonal identischen

Stammen. Hierfur erfolgte die Gegenuberstellung von Patientenisolaten, bei
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3. Ergebnisse 3.3 Analyse von VRE-Folgeisolaten

denen der zeitliche Abstand von zwei klonal identischen Isolaten mindestens
drei Wochen betrug. Dieses Kriterium lag bei 13 Patienten vor. Dann wurden
die Isolate miteinander hinsichtlich ihres van-Typs, der Daptomycin-Therapie

und der Daptomycin-MHK verglichen.

Bei acht Patienten war es im Verlauf bei den klonal identischen Isolaten zu
keinem Anstieg der Daptomycin-MHK gekommen. Hiervon hatten funf Patienten
(Nr. 10, Nr. 17, Nr. 24, Nr. 32 und 42) nachweislich eine Daptomycintherapie
erhalten. Bei Patient Nr. 10 wurde das Erstisolat vor und das Folgeisolat nach
der Therapie entnommen. Die Daptomycingabe erfolgte an zwei Tagen. Ob es
unter langerer Exposition zu einer Zunahme der MHK gekommen ware, kann
nicht beurteilt werden. Bei Patient Nr. 17 wurde das Folgeisolat nach Beginn
der Daptomycintherapie entnommen. Hier blieb die MHK konstant. Auch das
Folgeisolat von Patient 24 zeigte trotz Daptomycinexposition keine
Veranderung der Sensibiltdt gegentiber dem Antibiotikum. Madogliche Ursachen
fur die konstante MHK kdnnten weitere molekulare Analysen moglicherweise
aufdecken. Bei den Patienten Nr. 32 und Nr. 42 begann die Daptomycintherapie
erst nach der Entnahme der Isolate. Eine Beurteilung, ob es unter der
Daptomycintherapie zu einer Zunahme der MHK kam, ist nicht mdglich, da
keine weitere Probenentnahme mehr erfolgte. Bei Patient Nr. 39 lagen
bezuglich der Antibiotikatherapie keine Informationen mehr vor. Die Ubrigen
Patienten, bei denen die Isolate eine konstante Daptomycin-MHK aufwiesen,

hatten keine Daptomycintherapie erhalten.
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Tabelle 12: Eigenschaften der Erst- und Folgeisolate mit gleichem PFGE-Muster und
mindestens drei Wochen Abstand, bei denen es zu keinem MHK-Anstieg gekommen war

Patienten-| van-Typ | Erstisolat | Erstisolat | Folge- Folge- Distanz Dapto- Exposition
Code Erst- und | Datum MHK isolat isolat (Tage) mycin- (Tage)
Folge- in ug/ml Datum MHK zwischen | therapie | zwischen
isolat in ug/ml | Isolaten | (Dauerin | Erst- und
Tagen) Folge-
isolat

Nr. 4 A 12.01.11 8 15.02.11 8 35 nein 0

Nr. 10 A 24.03.11 8 19.04.11 8 27 28.03.11 2
-29.03.11
(2 Tage)

Nr. 17 A 21.02.11 8 03.05.11 8 72 01.05.11 3
-08.05.11
(8 Tage)

Nr. 24 A 18.05.10 4 08.06.10 4 22 26.05.10 11
-05.06.10
(11 Tage)

Nr. 32 A 07.02.11 8 05.04.11 8 58 09.04.11 0
-24.04.11
(16 Tage)

Nr. 39 A 18.05.10 8 28.06.10 8 42 nicht 0
bekannt

Nr. 42 A 03.12.10 8 25.01.11 8 54 29.01.11 0
-12.02.11
(15 Tage)

Nr. 50 A 01.02.11 8 22.03.11 8 50 nein 0

Bei funf Patienten konnte im Verlauf bei den klonal identischen Isolaten ein
Anstieg der Daptomycin-MHK nachgewiesen werden. Alle Patienten hatten eine
Daptomycintherapie erhalten und das Folgeisolat war unter oder nach der
Therapie entnommen worden. Bei Patient Nr. 7 war das Erstisolat vor und das
letzte Folgeisolat nach einer Daptomycintherapie entnommen worden. Hier kam
es unter der Antibiotikagabe zu einem Anstieg der MHK von initial 4 ug/ml auf

16 pug/ml. Bei Patient Nr. 8 lag das Erstisolat zeitlich vor der
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Daptomycintherapie und das Folgeisolat nach der Therapie. Hier kam es unter
der Daptomycinexposition zu einer MHK Zunahme von initial 8 pg/ml auf 64
ug/ml. Bei Patient Nr. 37 zeigte das vor der Therapie entnommene Erstisolat
eine MHK von 4 ug/ml. Bei dem am letzten Tag der Lipopeptidgabe
entnommenen Folgeisolat liel3 sich ein MHK-Anstieg auf 16 ug/ml nachweisen.
Patient Nr. 40 erhielt ebenfalls eine Daptomycintherapie, die im Zeitraum
zwischen dem Erst- und dem Folgeisolat lag. Das Erstisolat wies eine MHK von
8 nug/ml auf. Bei dem Folgeisolat war es zu einer MHK-Zunahme auf 32 pg/ml
gekommen. Bei Patient Nr. 45 wies das Erstisolat eine MHK von 8 ug/ml auf,
das Folgeisolat eine MHK von 32 ug/ml. Hier war ebenfalls eine

Daptomycintherapie im Zeitraum zwischen der Entnahme der Isolate erfolgt.

Tabelle 13: Eigenschaften der Erst- und Folgeisolate mit gleichem PFGE-Muster und
mindestens drei Wochen Abstand, bei denen es zu einem MHK-Anstieg gekommen war

Patienten-| van-Typ | Erstisolat | Erstisolat | Folge- Folge- Distanz Dapto- Exposition
Code Erst- und | Datum MHK isolat isolat (Tage) mycin- (Tage)
Folge- in ug/ml | Datum MHK zwischen | therapie | zwischen
isolat in ug/ml | Isolaten | (Dauerin | Erst- und
Tagen) Folge-
isolat
Nr. 7 A 04.08.10 4 27.10.10 16 58 11.08.10 20
- 30.08.10
(20 Tage)
Nr. 8 A 18.05.10 8 23.06.10 64 37 27.05.10 20
- 15.06.10
(20 Tage)
Nr. 37 B 17.11.10 4 07.12.10 16 21 20.11.10 18
-07.12.10
(18 Tage)
Nr. 40 A 15.06.10 8 13.07.10 32 29 20.06.10 8
-27.06.10
(8 Tage)
Nr. 45 A 11.05.10 8 06.07.10 32 57 11.05.10 14
-24.05.10
(14 Tage)
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Zusammenfassend kam es bei allen fiinf Patienten unter Daptomycintherapie
zu einer Zunahme der MHK. Diese Isolate wurden nachfolgend weiter
analysiert, um mdgliche Voraussetzungen fur das verminderte Ansprechen im

Verlauf der Therapie zu eruieren.
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3.4 Nachweis der Gene liaF, liaS und liaR
Isolate der funf Patienten (Patient Nr. 7, 8, 37, 40 und 45), bei denen das Erst-

und ein Folgeisolat mindestens drei Wochen auseinander lagen, welche ein
identisches PFGE-Musters aufwiesen und bei denen sich eine MHK-Zunahme
nachweisen liel3, wurden auf potentiell mit einer Daptomycin-Unempfindlichkeit
assoziierte Genorte mittels PCR analysiert. Die Fokussierung lag hierbei auf
den Genorten liaF, liaR und liaS, bei denen Mutationen mit der Entstehung
einer Daptomycinresistenz diskutiert wurden (Eldholm et al. 2010, Arias et al.
2011, Arias und Murray 2012, Munita et al. 2013, Tran et al. 2013a, Tran et al.
2013b).

Die Ergebnisse der PCR zeigten, dass bei allen analysierten Isolaten der funf
Patienten die Gene liaF, liaR und liaS nachzuweisen waren. Durch den Besitz
dieser Gene erfillten die Isolate, basierend auf den bisherigen Erkenntnissen

der Literatur, die Voraussetzungen fir eine Resistenzentwicklung.

Tabelle 14: Darstellung der Analyse der Gene liaF, liaR und liaS von selektierten
Patientenisolaten, bei denen zwei Isolate klonal identisch waren, die mindestens drei
Wochen auseinander lagen und bei denen es im Verlauf zu einem Anstieg der
Daptomycin-MHK gekommen war. Bei allen Isolaten konnten die Gene liaF, liaR und liaS
nachgewiesen werden.

Pat.-Code Labor- MHK
Eingangs- Daptomycin
Datum (ug/ml)
(LabEinDat)
7a 04.08.10 4 A pos pos pos
7b 27.10.10 16 A pos pos pos
8a 18.05.10 8 A pos pos pos
8f 23.06.10 64 A pos pos pos
37a 17.11.10 4 B pos pos pos
37b 07.12.10 16 B pos pos pos
40a 15.06.10 8 A pos pos pos
40b 13.07.10 32 A pos pos pos
45h 11.05.10 8 A pos pos pos
45d 06.07.10 32 A pos pos pos

Zusatzlich zu den in den bisherigen Kapiteln des Ergebnisteils dargestellten
Tabellen und Abbildungen findet sich eine erganzende Ubersicht der
epidemiologischen und molekulargenetischen Analysen in Abb. 15, 16 und 17

im Anhang.
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3.5 Sequenzanalyse von liaSFR und cls

Um mdgliche Ursachen fur die veranderten Daptomycin-MHK zu detektieren,
wurden weiterfiihrende genetische Analysen von funf VRE Isolaten mit einer
veranderten MHK (VRE 7b, 8f. 37b, 40b wund 45d) sowie von
korrespondierenden, klonal identischen, Daptomycin-empfindlichen
Ausgangsstammen (VRE 7a, 8a. 37a, 40a und 45b) durchgefuhrt. Im
Vordergrund des Interesses stand hierbei die Sequenzanalyse von Genen, in
denen unabhangige Studien typische Mutationen bei der Entwicklung eines
Daptomycin-unempfindlichen Phanotyps detektieren konnten. Bei den Genen
handelte es sich um das liaFSR-Operon und das fur die Cardiolipinsynthase
kodierende cls. LiaFSR und cls wurde aus Préparationen chromosomaler DNA
mittels PCR amplifiziert. Hierfur kamen spezifische Primer zur Verwendung
(Arias et al. 2011, Humphries et al. 2012). Es folgte die Sequenzierung des
jeweiligen Amplifikats. Bei der Sequenzanalyse konnten in liaFSR der VRE-
Isolate mit veranderten Daptomycin-MHK keine Mutationen im Vergleich zu den
empfindlichen Ausgangsstammen dargestellt werden. In cls hingegen konnten
im paarweisen Vergleich bei vier von funf Isolaten mit einer angehobenen
Daptomycin-MHK (Folgeisolate Nr. 8f, 37b, 40b und 45d) nicht-synonyme
Punktmutationen gefunden werden. Bei den Folgeisolaten der Patienten 8 und
45 (Isolat Nr. 8f und 45d) fuhrten diese Mutationen zu Aminosaureaustauschen
in einer Region, die zwischen zwei N-terminalen Transmembrandoménen liegt
(VRE_8f: A20E; VRE_45d: D27N). Bei dem Isolat 8f kam es zu einem
Austausch von Alanin zu Glutaminsaure an der Position 20 (Ala20—Glu), bei
dem Folgeisolat 45d zu einem Austausch von Asparaginsaure zu Asparagin an
der Position 27 (Asp27—Asn). Bei dem Folgeisolat des Patienten 37 (Isolat Nr.
37b) flhrte eine Mutation in cls zu einem Aminosdureaustausch von Arginin zu
Glutamin in einer enzymatisch aktiven PLDc Domane an Position 218
(VRE_37b: R218Q; Arg218—GlIn). Bei dem Folgeisolat des Patienten 40 (Isolat
Nr. 40b) konnte eine Mutation in cls detektiert werden, die zu einem
Aminosaureaustausch von Arginin zu Histidin an Position 267 fuhrte (VRE_40b:
R267H; Arg267—His). Das Folgeisolat des Patienten 7 (Isolat Nr. 7b) zeigte in
cls keine neu entstandene Mutation im Vergleich zum Ausgangsisolat.
Allerdings ergab die cls-Sequenzanalyse der beiden Isolate, dass diese im
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Vergleich zu dem in der Genbank angegebenen fir die Cardiolipinsynthase
kodierenden Gen M7W_1574 eine 10 bp Deletion (Nukleotide 1300 — 1309)
aufwiesen. Diese flhrte zu einem Frameshift, in dessen Folge es 9 Nukleotide
stromabwarts des deletierten Bereichs zu einem neuen Stopcodon kam.
Dementsprechend muss davon ausgegangen werden, dass beide Isolate nur
zur Synthese eines verkirzten Cls in der Lage sind (ClsAy37-483). Hierdurch fehlt
vermutlich in beiden Isolaten ein Teil der zweiten PLDc Doméane von Cls, was

zu einer Fehlfunktion der Cardiolipinsynthase fuhren konnte.

D27N VRE_45d R218QVRE_37b
A20D VRE_8f R267H VRE_40b aa 437-483trunctionVRE_7a,b

;

.,Oﬂ/

AAAA A AAMA
T™ TM PLDc domain 1 PLDc domain 2
Abb. 13: Darstellung der Cardiolipinsynthase. Gekennzeichnet  sind die

Transmembrandoméanen (TM), die PLDc Doméanen (PLDc Doméne 1 und 2) und die
katalytischen Zentren (A = aktives Zentrum). Mit griinen Pfeilen markiert sind die Regionen im
Enzym, an denen es durch nicht-synonyme Punktmutationen zu einem Aminosaureaustausch
bei den jeweiligen Isolaten (Isolat Nr. 8f, 37b, 40b und 45d) kam. Daneben ist die Region
angezeigt, in der die Isolate des Patienten 7 (Isolate Nr. 7a und 7b) eine Deletion aufwiesen.
Abbildung nicht maR3stabsgetreu.

Die cls-Sequenzanalyse von 5 weiteren VRE-Stammpaaren (Isolate der
Patienten 4, 10, 17, 42, 50), bei denen das Erst- und ein Folgeisolat mindestens
drei Wochen auseinander lagen, welche ein identisches PFGE-Musters
aufwiesen und bei welchen es zu keiner Zunahme der Daptomycin-MHK

gekommen war, zeigte keine synonymen Mutationen.
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4. Diskussion

Die Therapie von Infektionen mit Vancomycin-resistenten Enterokokken bei
stammzelltransplantierten Patienten stellt eine Herausforderung dar. VRE
zeigen Resistenzen gegeniber zahlreichen Antibiotika. Gleichwohl nicht offziell
fur die Behandlung von VRE zugelassen, so stellt, vor dem Hintergrund der nur
begrenzen therapeutischen Optionen, Daptomycin vor allem fur die Behandlung
von Vancomycin-resistenten E. faecium eine wichtige Substanz dar. Ziel dieser
Arbeit war es daher, die Empfindlichkeit von Vancomycin-resistenten E. faecium
gegenuber Daptomycin im speziellen Patientenkollektiv der Hamatologie-
Onkologie darzustellen. Da bisher unklar war, welchen Einfluss ein breiter
Einsatz von Daptomycin auf intestinal kolonisierende VRE nimmt, wurden die
Populationsstruktur und die Empfindlichkeit gegentber Daptomycin bei
Vancomycin-resistenten E. faecium von Patienten der KMT-Station des
Universitatsklinikums Hamburg Eppendorf ermittelt. Im Setting der KMT werden
Antibiotikatherapien bei klinischen Zeichen einer Infektion regelhaft empirisch,
also ohne Kenntnis des kausalen Agens, initiert. Hierbei kommen
Standardkombinationen zum Einsatz, die die wichtigsten zu erwartenden
Pathogene erfassen. Gleichzeitig ermdglicht das Screening auf multiresistente
Erreger in der enteralen Besiedlungsflora bereits frihzeitig eine gegen diese
Erreger wirksame Antibiotikatherapie. Im Falle einer Kolonisation mit VRE
kommt in der Klinik fur Stammzelltransplantation regelhaft Daptomycin zum
Einsatz. Aus diesem Grund sollte im Rahmen der hier durchgefiihrten Analysen
geprift werden, ob es im Verlauf einer empirischen Therapie mit diesem
Antibiotikum zu einer Verdnderung der Daptomycinempfindlichkeit bei enteralen

VRE-Stammen kommen kann.

Die analysierten Isolate gehdrten in der Gberwiegenden Zahl dem vanA-Typ an.
Die Ubrigen Isolate waren vanB-Stdamme. VanA- und vanB-Stamme besitzen
unter den VRE die grofdte klinische Bedeutung. Dies zeigten Studien aus
Deutschland sowie Auswertungen aus Europa, Asien, den USA und
Lateinamerika. Am haufigsten trat bisher die vanA-vermittelte Vancomycin-
Resistenz auf (Werner et al. 2008a). Nach aktuellen Studien nimmt die

Pravalenz der vanB-Stamme, zumindest in Deutschland, zu. So kam es in
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einigen Krankenh&usern in Stdwestdeutschland in den letzten Jahren zu einem
gehauften Nachweis von vanB-Stammen (Klare et al. 2012a, Werner et al.
2012). Im Patientenkollektiv der KMT-Station trugen die Isolate in Gber 80 % die
vanA-vermittelte Vancomycin-Resistenz. Wie sich die Verteilung in den
nachsten Jahren verhalten wird, konnten weiterfihrende Studien zeigen. Eine
Aussage, ob sich vanA- und vanB-Stamme  beziglich ihrer
Resistenzeigenschaften gegenuber Daptomycin unterscheiden, lasst sich

aufgrund der unzureichenden Datenlage derzeit noch nicht ableiten.

Im weiteren Verlauf der Arbeit konnte mittels PFGE-Analysen die klonale
Verwandtschaft einzelner Patientenisolate verglichen werden. Hierbei zeigte
sich, dass Patienten lange Zeit mit einem VRE-Klon besiedelt sein kdnnen. Das
Vorkommen von einer Langzeitbesiedlung mit VRE wird auch in anderen
Studien beschrieben. So konnte bei ambulant behandelten Patienten, unter
anderem bei Kindern mit onkologischer Grunderkrankung, die mit VRE
besiedelt waren und nicht mit Antibiotika behandelt wurden, VRE bis zu zwolf
Wochen im Stuhl nachgewiesen werden. Vorribergehend negative Stuhl- oder
Analabstrichbefunde konnten unter erneuter, nicht gegen Enterokokken
gerichteter Antibiotikatherapie wieder positiv werden, vermutlich durch die
Abnahme der physiologischen Darmflora und dem hiermit einhergehenden
Selektionsvorteil fur VRE (Simon et al. 2004). Da praventive Antibiotikaregime
die Mortalitat von Patienten der Hamatologie-Onkologie verringern konnen,
zéhlen sie zum unverzichtbaren Bestandteil eines Einddmmungs-
beziehungsweise Praventivkonzeptes. Durch einen zunehmenden Einsatz von
Antibiotika, insbesondere solcher mit Enterokokkenliicke, wird jedoch eine
selektive Anreicherung von Enterokokken gefordert. Der Nachweis von
Enterokokken mit Resistenz gegeniiber Vancomycin bedeutet einen weiteren
unabhangigen  Risikofaktor.  Praventive  Antibiotikastrategien  sollten,
insbesondere vor dem Hintergrund, dass Patienten lange Zeit mit VRE
besiedelt sein kdnnen, auch diese miteinbeziehen (DiazGranados et al. 2005a,
DiazGranados et al. 2005b, Worth et al. 2007).

Neben der Beobachtung, dass Patienten lange Zeit mit einem VRE-Klon
besiedelt sein kdnnen, wurde auch ersichtlich, dass eine parallele Besiedlung
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zwei verschiedener Klone mdglich ist. Diese Erkenntnis ist von grolRer
Bedeutung fur die Diagnostik, insbesondere wenn einzelne VRE-Isolate auf ihre
Resistenzeigenschaften hin untersucht werden. Ist ein Patient mit
verschiedenen VRE-Klonen besiedelt ist, von denen einer eine hohe, der
andere hingegen eine niedrige Sensibilitdt gegeniber dem getesteten
Antibiotikum besitzt, besteht moglicherweise das Risiko, den weniger sensiblen
Stamm bei einer einmaligen Diagnostik nicht zu erfassen. Durch eine
wiederholte Probenentnahme, zum Beispiel bei langeren stationaren
Aufenthalten des Patienten, erhoht sich aber die Wahrscheinlichkeit, einen
moglicherweise weniger sensiblen Stamm zu detektieren beziehungsweise
Resistenztendenzen friihzeitig zu erkennen. Ein Screening sollte dabei immer
der aktuellen Fragestellung und dem jeweiligen Patientenkollektiv individuell

angepasst werden (Werner et al. 2008b).

Neben der Analyse klonaler Zusammenhange, erfolgte bei den Isolaten der
KMT-Patienten und bei Wildtyp-Vergleichsisolaten eine Auswertung der
Daptomycin-MHK mittels E-Test. Es stellte sich hierbei die Frage, wie die
Ergebnisse bei derzeit noch unsicherer Datenlage einzuordnen waren. Bisher
wurden von der EUCAST keine klinischen breakpoints fur die
Resistenzbestimmung bei der Behandlung von Enterokokken mit Daptomycin
festgelegt. Als epidemiologischer cut-off-Wert wird eine MHK von kleiner oder
gleich 4 ng/ml angegeben. Dieser Wert basiert auf Wildtyp E. faecium ohne
eine besondere Betrachtung von VRE (European Committee on Antimicrobial
Susceptibility Testing 2014). Die CLSI definiert Enterokokken im Allgemeinen
als sensibel ab einer MHK kleiner oder gleich 4 pg/ml, legt aber in ihren
Empfehlungen keine Werte fur den intermediaren oder resistenten Bereich fest
(Clinical and Laboratory Standards Institute 2014). Eine Daptomycin-MHK von
kleiner oder gleich 4 pug/ml kann auch nach empirischen Angaben aus der
Literatur als sensibel bewertet werden (Schwartz et al. 2008, Werner et al.
2012, Bryant et al. 2013, Palavecino und Burnell 2013). Es bleibt jedoch offen,
ab welchem MHK-Wert ein Isolat als resistent zu bezeichnen ist. Diesbeziglich
liefern verschiedene Arbeiten lediglich Hinweise. So wurden in einer Studie 126

E. faecium-Isolate, von denen 109 dem vanA-Typ und 17 dem vanB-Typ
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angehdrten, untersuchten. 50 % der Isolate liel3en sich ab einer MHK von 4
ug/ml hemmen. 90 % der Isolate wurden bei einer MHK von 8 pg/ml gehemmt
(Jorgensen et al. 2003). In einer anderen Studie wurden MHK-Werte gré3er als
8 ug/ml als resistent bewertet (Munoz-Price et al. 2005). Nach diesen Angaben
kann ab einer MHK von tber 8 pug/ml mit hoher Wahrscheinlichkeit von einer
Unempfindlichkeit gegentber Daptomycin ausgegangen werden und man muss
mit einem schlechteren Ansprechen oder einem Therapieversagen rechnen.

Bei der Betrachtung der Daptomycinempfindlichkeit im Rahmen dieser Arbeit
fiel auf, dass sowohl die Isolate der Patienten der KMT-Station als auch die
untersuchten Wildtyp E. faecium eine Tendenz zu hoéheren MHK-Werten
aufwiesen als die von der EUCAST dokumentierten Wildtyp E. faecium.
Beachtet werden muss, dass in der EUCAST nur Daten der Wildtyp E. faecium
angegeben wurden und speziell fur klinische Isolate, insbesondere fur VRE
keine Grenzwerte existieren (Klare et al. 2012b). Eine Interpretation der
Messwerte der vorliegenden Arbeit ist demnach nur in Anlehnung an die bisher
vorhandenen epidemiologischen Daten, den Ergebnissen anderer Studien
sowie durch den Vergleich der flr diese Arbeit erhobenen Werte mdoglich.
Tendenzen beziglich der Empfindlichkeitseigenschaften lassen sich hierdurch
ableiten, insbesondere bei initial stark erhéhten MHK-Werten oder bei einem
Anstieg der Daptomycin-MHK im Verlauf.

Eine Ursache fur eine Verteilung der MHK-Werte am oberen Ende der
Wildtypverteilung konnte auf einer grofReren Potenz zur Auspragung hoherer
MHK-Werte bei den untersuchten Isolaten liegen. Die Art der
Krankenhausabteilung, das Patientengut, insbesondere é&ltere oder
immunsupprimierte  Menschen, sowie der vorherrschende Antibiotikadruck
beeinflussen die Haufigkeit des Auftretens von resistenten Enterokokken (Klare
et al. 2011, Judge et al. 2012). Demzufolge koénnte der gehdaufte
Antibiotikaeinsatz, der bei stammzelltransplantierten Patienten, aber auch bei
anderen Patienten in einem grol3en Universitatsklinikum, zu tragen kommt, eine
Selektion von zu Resistenzen neigenden Enterokokken erklaren.

Ein besonderes Setting besteht im Patientenkollektiv der KMT-Station. Hier
isolierte  VRE konnen infolge einer Antibiotikatherapie und der

Immunsuppression einen Selektionsvortell gegenuber anderen
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darmkolonisierenden Keimen erhalten, was wiederum die Ausbildung von zu
Resistenzen  neigenden Isolaten begunstigt. Im Kollektiv  der
stammzelltransplantierten Patienten konnten drei Isolate mit primér deutlich
erhohter Daptomycin-MHK detektiert werden. Das Vorkommen einer primaren
Antibiotikaresistenz von Enterokokken wurde bereits beschrieben. So wurde
von einer Unempfindlichkeit gegentber Linezolid berichtet, obwohl zuvor keine
Therapie mit diesem Antibiotikum erfolgte. Eine nosokomiale Ubertragung
Linezolid-resistenter Stamme oder die Entstehung von spontanen Mutationen
des Erregers wurden als mdgliche Ursachen in Erwdgung gezogen (Simon et
al. 2004, Schulte et al. 2008, Rice 2013). Demzufolge kénnte es auch bei den
analysierten VRE zu spontanen Mutationen gekommen sein, die zu einem
verminderten Absprechen gegeniber Daptomycin fuhrten. Einer weiteren
Theorie zufolge kénnen durch gehaufte Antibiotikagaben solche Erreger
selektiert werden, die mehrfache Resistenzmechanismen besitzen und so einen
Vorteil gegenuber anderen darmbesiedelnden Bakterien unter einer
Antibiotikatherapie besitzen. Diese Erreger sind Teil der Darmflora, kénnten
aber nur bei einem Selektionsvorteil gegentiber den anderen Darmbakterien
dominieren. Beispielsweise konnten sich E. faecium-lsolate des klonalen
Komplex CC17 bei immunsupprimierten Patienten bei intakter Darmflora und
fehlendem Selektionsdruck nicht gegeniber der normalen Darmflora
durchsetzen. Eine Selektion dieser VRE kann aber durch die Anwendung von
gegen Anaeobier gerichtete Substanzen wie Metronidazol oder
Breitsprektrumantibiotika mit Enterokokkenliicke wie Cephalosporine erfolgen,
da sich hierunter die intestinale Flora zugunsten der Enterokokken verschieben
kann (Klare et al. 2011). Das Vorkommen von VRE-Stammen mit erhéhter HMK
gegeniuber Daptomycin bei Patienten der KMT-Station kdnnte somit aus einem
erhohten Antibiotikaselektionsdruck, der bei immunsupprimierten Patienten bei
langeren Kliniksaufenthalten haufig vorliegt, resultieren.

Weitere mogliche Ursachen fur die Tendenz zu hoheren MHK-Werten bei den
beschriebenen lIsolaten im Vergleich zu den von der EUCAST angegebenen
Werten wurden in Erwdgung gezogen. In einer Studie konnte uUber mehrere
Jahre eine Zunahme der Daptomycin-MHK bei E. faecium nachgewiesen

werden. Daraufhin wurde das Diagnoseverfahren kritisch hinterfragt und
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mehrere Testverfahren, unter anderem die Microdillution und der E-Test,
miteinander verglichen. Das Mikrodillutionsverfahren gilt als Goldstandard fur
die Sensibilitatstestung beziglich Daptomycin. Im Vergleich hierzu stellte sich
heraus, dass mit dem E-Test bis zu 22 % hohere MHK-Werte gemessen
wurden. Insgesamt ist das Mikrodillutionsverfahren aber aufgrund des Zeit- und
Kostenaufwands fir die Routinediagnostik nicht praktikabel und der E-Test wird
hier weiterhin als eine geeignete Methode zur Empfindlichkeitsmessung
eingestuft (Bryant et al. 2013). Es stellt sich die Frage, welche technischen
Parameter die Messmethode mittels E-Test beeinflussen konnten. Es ist
bekannt, dass sich die MHK durch die Wahl der Methode und der Medien
beeinflussen lasst und sich bereits minimale Abweichungen auf die
Resistenzlage bei Enterokokken bei der in vitro-Messung auswirken konnen.
Fur die Daptomycinsensibilititsmessung mittels E-Test ist ein Calcium-haltiger
Daptomycin-Teststreifen zu wahlen (Palavecino und Burnell 2013). Auch bei
Nutzung eines Miiller-Hinton Agars ist die Calciumkonzentration im
Nahrmedium zu berlcksichtigen, da diese einen Einfluss auf die Daptomycin-
MHK hat. Es zeigte sich, dass bei einer Calciumkonzentration von 20,4 mg/l im
Néahrboden die Daptomycin-MHK hoher gemessen wurden als bei 45,2 mg/l.
Bei 52,0 mg/l lagen die Werte der Messung hingegen niedriger (Nakashima et
al. 2012). Laut CLSI wird fur die Bouillondilutionsmethode eine
Calciumkonzentration von 50 mg/l fur die Empfindlichkeitstestung von
Daptomycin empfohlen. Fur die Agardiffusionsmethode auf Muller-Hinton Agar
existiert keine entsprechende Empfehlung, da diese Methode nicht CLSI
validiert ist. Auf die E-Test-Messmethode wird dementsprechend in den CLSI-
Empfehlungen nicht eingegangen (Clinical and Laboratory Standards Institute
2014). In Anlehnung an die Bouillondillutionsmethode werden fir die in vitro-
Daptomycinaktivitatsmessung auf Muller-Hinton Agar ebenfalls
Calciumkonzentration von 50 mg/l als geeignet angesehen. Eine allgemein
gultige Empfehlung beziglich der Konzentration im Miuller-Hinton Agar fur die
E-Test-Messung existiert derzeit noch nicht. Der Hersteller der fir die
vorliegende Arbeit genutzten Miuller-Hinton Agarplatten nennt zwar nicht die
genaue Konzentration an Calcium im N&hrboden, gibt aber an, dass dieser die
empfohlene Menge enthalte. Da die Aktivitat von Daptomycin mit der
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Konzentration des Calciums im Medium korreliert, kbnnten auch Varianzen im
Calciumgehalt von Mdller-Hinton Agarplatten die Empfindlichkeitsmessung
beeinflussen (Fuchs et al. 2001, Silverman et al. 2001, Wise et al. 2001, Richter
et al. 2003, Nakashima et al. 2012, Oxoid 2013, Clinical and Laboratory
Standards Institute 2014). Weitere Forschung ist nétig, um die Ergebnisse der
MHK-Messung bei der Verwendung der E-Test-Methode auf Muller-Hinton Agar
besser bewerten zu kénnen. Trotz der ungeklarten Ursache fir die erhdhte
MHK-Verteilung, ist nicht von der Hand zu weisen, dass die in der vorliegenden
Arbeit mittels E-Test ermittelten Werte eine Unempfindlichkeit oder Tendenz zur
Resistenzbildung gegenliber Daptomycin bei einigen Isolaten annehmen lasst.
Es konnten Enterokokkenstdmme detektiert werden, bei denen sich initial
deutlich erhéhte MHK-Werte nachweisen lie3en. Dartiber hinaus zeigten einige
Enterokokkenstamme im Verlauf eine deutliche Zunahme der Daptomycin-
MHK.

Im weiteren Verlauf wurde der Frage nachgegangen, ob es insbhesondere unter
einer empirischen Therapie mit Daptomycin zu einer Veranderung der
Daptomycinempfindlichkeit bei exponierten Isolaten kam. Hierfur wurden
Stammpaare einzelner Patienten ausgewahlt, die sich als klonal identisch
erwiesen und die zeitlich drei Wochen oder langer auseinander lagen. In der
weiteren Untersuchung der Isolate fiel auf, dass alle finf Patienten, deren klonal
identische Isolate im Verlauf eine MHK-Erh6hung vorwiesen, mit Daptomycin
therapiert worden waren. Es ist anzunehmen, dass es durch das Lipopeptid zur
Aktivierung von Resistenzmechanismen gekommen war. Es stellte sich die
Frage, ob bei den Isolaten, die eine MHK-Erhdhung im Verlauf zeigten,
molekulare  Determinanten  vorlagen, die eine Verdnderung der
Daptomycinempfindlichkeit vermitteln konnten. In diesem Zusammenhang wére
anzunehmen, dass die Antibiotikumexposition eine Heraufregulierung von
Genen induzierte, die spezifische Resistenzmechanismen determinierten.
Hierbei kdonnte es sich um Enzymsysteme, die zu Zielstrukturveranderungen
fuhrten oder die das jeweilige Antibiotikum degradierten, handeln. Andererseits
konnte die Gabe von Antibiotika auch eine Stresssituation fur die bakteriellen
Erreger induziert haben, die zur Selektion von spontan entstandenen Mutanten
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fuhrte, bei welchen es durch chromosomale Veranderungen (Deletion,
Insertion, Einzelbasenaustausche) zur Expression verédnderter Genprodukte
und so zu einer Empfindlichkeitsverminderung kam (Tran et al. 2013a, Tran et
al. 2013b). Tatsachlich sind die molekularen Vorgange, die eine Veranderung
der Daptomycinempfindlichkeit bei Enterokokken verursachen, bislang nur
unvollstandig verstanden.

Hinweise bezlglich solcher molekularer Resistenzmechanismen lieferten
einzelne Arbeiten Uber Enterokokken mit erhéhten Daptomycin-MHK-Werten.
So wurde eine Assoziationen zwischen Mutationen im Gen gdpD, welches flr
eine Glycerophosphodiesterphosphodiesterase kodiert, und im Gen cls,
welches fiur eine Cardiolipinsynthase kodiert, angenommen. Diese genetischen
Veranderungen konnten durch Beeinflussung der Bakterienzellmembran zu
einer Anhebung der Daptomycin-MHK fihren (Arias und Murray 2012). Eine
wichtige Bedeutung wurde bisher auch den Genen liaF, liaS und liaR
zugeschrieben, die das regulatorische System der bakteriellen Zelloberflache
bei Stress regulieren (Suntharalingam et al. 2009, Eldholm et al. 2010, Munita
et al. 2013). In einer Studie fand man bei Isolaten mit erhéhter Daptomycin-
MHK (bis zu 16 pug/ml) Mutationen im liaFSR-System (Munita et al. 2012). Eine
weitere Studie verdeutlichte, dass insbesondere das Einbringen eines mutierten
liaF-Allels zu einer Abnahme der Daptomycinsensibilitat fihren kann. Hierbei
wurde ein direkter Zusammenhang zwischen der Mutation im liaF-Gen und
einer Toleranzzunahme gegenuber Daptomycin postuliert (Munita et al. 2013).
Durch die Sequenzierung Daptomycin-empfindlicher und -resistenter Isolate, an
denen experimentell Allele ausgetauscht wurden, konnte in einer anderen
Arbeit gezeigt werden, dass es durch Deletionen in den Genen gdpD und liaF
zu einer Unempfindlichkeit gegeniber Daptomycin kommen kann. Isolate, die in
beiden Genen eine Deletion aufwiesen, zeigten MHK-Werte von 12 pug/ml. Das
experimentelle Einbringen einer Deletion in das liaF-Gen eines vorher sensiblen
Isolats (MHK 1 pg/ml) resultierte mit einer Zunahme der MHK auf 4 ug/ml,
wohingegen eine Deletion alleinig im gdpD keine MHK-Erhéhung hervorrief.
Das Einbringen beider veranderter Gene fuhrte hingegen zu einer MHK-
Zunahme auf 12 pg/ml. Ein Allelaustausch im Gen cls fand bei diesen

Untersuchungen nicht statt. Nachgewiesene Mutationen im Gen cls bei Isolaten
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mit erhdhten MHK-Werten legten aber die Vermutung nahe, dass auch dieses
Gen am Resistenzmechanismus beteiligt ist. Letztendlich konnte gezeigt
werden, dass die analysierten Genmutationen zu einer Anderung des
Membranpotentials und so zu Veranderungen der Zelloberflache der
Enterokokken fuhrten. Hierdurch verringert sich vermutlich das Ansprechen
gegenuber Daptomycin (Arias et al. 2011). Méglicherweise sind noch weitere
Gene an Resistenzmechanismen gegenliber Daptomycin beteiligt. So wird auch
dem Gen esp eine Bedeutung bei Resistenzmechanismen zugeschrieben. In
einer Studie wurde bei vanA- und vanB-VRE nach einer Exposition mit
Antibiotika eine vermehrte Expression des potentiellen Virulenzgens esp
beobachtet (Simon et al. 2004). Aktuell stehen auch Veranderungen im
YycFGHIJ-System, welches in Regulationsprozesse der Zellmembran involviert
ist, im Verdacht, das Ansprechen gegeniber Daptomycin beeinflussen zu
kénnen (Diaz et al. 2014).

Insbesondere eine These wird im Zusammenhang mit der Entwicklung von
Sensibilitatsabnahmen gegenuber Daptomycin vertreten. Eine
Antibiotikatherapie mit dem Lipopeptid erzeugt Stress bei den Enterokokken.
Dieser induziert Mutationen im sogenannten Drei-Komponenten-System. Es
wird postuliert, dass Veranderungen in den Genen liaFSR dieses Systems
wiederum Mutationen in den Genen gdpD oder cls induzieren. Infolge dessen
kommt es zu Veranderungen in der Zellmembran, woraus das verminderte
Ansprechen auf das Daptomycin resultiert. Es wird angenommen, dass eine
initiale Mutation in einem Gen des Drei-Komponenten-Systems fir die
Entwicklung der Resistenzentwicklung nétig ist, um weitere Verdnderungen zu
induzieren (Eldholm et al. 2010, Arias et al. 2011, Palmer et al. 2011, Arias und
Murray 2012, Munita et al. 2013, Tran et al. 2013a, Tran et al. 2013b, Diaz et al.
2014). Aus diesem Grund erfolgte in der vorliegenden Arbeit bei allen klonal
identischen Erst- und Folgeisolaten, bei denen es innerhalb von drei Wochen
oder mehr zu einer Erh6hung der Daptomycin-MHK gekommen war, eine PCR
auf das Vorhandensein der Gene liaF-, liaS- und liaR. Bei allen Isolaten
konnten diese Gene nachgewiesen werden. Sie trugen somit, beruhend auf der
bisherigen Datenlage, die Voraussetzung fur eine Resistenzentwicklung.
Hinweise darauf, ob diese potentielle molekulargenetische Disposition bei den
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Isolaten tatséchlich ursachlich fur die erhdhte Resistenzbereitschaft war, lieferte
eine weitere Analysen durch Genomsequenzierung. Diesbeziigliche Ergebnisse
konnten in Zukunft auch diagnostisch relevant sein, um VRE und weitere zur
raschen Auspragung von Resistenzen befahigte Erreger zu identifizieren und
um ihre Virulenzmechanismen besser zu verstehen (Rohde et al. 2011, Goering
et al. 2013, Werner 2013a). Darlber hinaus kdnnten molekulare Analysen dazu
beitragen, eine Antibiotikatherapie optimal anzupassen (Roemer und Boone
2013).

Vor diesem Hintergrund fanden weiterfihrende molekulargenetische Analysen
des liaFSR-Operons und des Gens cls mittels Sequenzierung statt. Hierbei
zeigten sich keine molekulargenetischen Verédnderungen in liaFSR der VRE-
Isolate. In cls hingegen liel3en sich Punktmutationen, die bei den Folgeisolaten
zu Aminoséaureaustauschen fiihrten, sowie in einem Fall eine Deletion, die zu
einem Frameshift fuhrte, nachweisen. Das Gen cls kodiert fir die
Cardiolipinsynthase, die ein Membran-assoziiertes Protein ist, welches
Cardiolipin aus zwei Phosphatidylglycerolen herstellt. Die Cardiolipinsynthase
enthalt zwei N-terminalen Transmembrandomé&nen und zwei Phospholipase D
Domainen. Mutationen im Gen cls wurden bereits in Zusammenhang mit einer
Daptomycinunempfindlichkeit ~ gebracht. ~ Vermutlich  fihren  sie  zu
Veranderungen der Zellmembran von Enterokokken und so zu einem
verminderten Ansprechen gegentber dem Lipopeptid (Davlieva et al. 2013,
Humphries et al. 2013, Kelesidis et al. 2013b). Es liegt daher die Vermutung
nahe, dass die MHK-Erhéhungen der analysierten Isolate aus Mutationen im cls
resultierten. Hinweise hierauf zeigten auch molekulargenetische Analysen
anderer Arbeiten, die ahnliche wie die bei den Patientenisolaten gefundenen
Veranderungen nachwiesen (Abb. 14). So stimmte die im Isolat 37b gefundene
Mutation, die zu einem Aminosaureaustausch von Arginin zu Glutamin an
Position 218 fuhrte (VRE_37b: R218Q), mit den Ergebnissen einer Publikation
Uberein, bei der bei einem Isolat Erhéhungen der Daptomycin-MHK (48 pg/ml)
und der Vancomycin-MHK (256 pg/ml) vorlagen. Ein Vergleichsisolat mit
derselben Mutation im cls zeigte eine Daptomycin-MHK von 32 ug/ml und eine
Vancomycin-MHK von 16 ug/ml. Das Isolat 37b dieser Arbeit wies eine erhdhte

Daptomycin-MHK von 16 pg/ml auf. Ein Zusammenhang mit der
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nachgewiesenen Mutation im cls ist demnach anzunehmen (Arias et al. 2011).
In einer weiteren Publikation fand man die gleiche Veranderung im cls. Hier
vermutete man, dass durch die Mutation der Phospholipidmetabolismus der
Cardiolipinsynthase verhindert ist. Ein in vitro-Allelaustausch dieser Mutation
fuhrte jedoch nicht zu einer verminderten Daptomycinresistenz. Es stellt sich
daher die Frage, ob zusatzlich weitere Ereignisse notwendig sind, um eine
Sensibilitatsabnahme gegeniber dem Lipopeptid herbeizufihren (Tran et al.
2013a). In einer Arbeit fand man eine Mutation, die eine Phospholipase D
Domaine betraf. Diese fuhrte zu einem Austausch von Histidin zu Arginin an der
Position 215. Hier korrelierte eine erhéhte Daptomycin-MHK von 48 pg/ml mit
einer erhohten Vancomycin-MHK von 256 ug/ml (Arias et al. 2011). Das
Folgeisolat des Patienten 40 (Isolat Nr. 40b) wies ebenfalls eine die
Phospholipase D Domaine betreffende Mutation in cls auf. Diese fiuhrte zu
einem Aminosaureaustausch von Arginin zu Histidin an Position 267. Die
Daptomycin-MHK zeigte sich mit 32 pug/ml ebenfalls stark erhdht. Mutationen,
die diesen Bereich betreffen, scheinen einen Zusammenhang mit der
Daptomycinsensibilitdit zu besitzen. Es bleibt jedoch offen, ob weitere
Veranderungen nétig sind, um Zunahmen in der MHK von Daptomycin
herbeizufiihren.

Die Isolate 8f und 45d wiesen Mutationen auf, die zu Veranderungen in einer
Region zwischen zwei N-terminalen Transmembrandoméanen fiihrten. Ahnliche
Mutationen in cls, die an anderer Position zu Aminosaureaustauschen fuhren,
wurden bisher beschrieben und ein Zusammenhang mit einem verminderten
Ansprechen auf Daptomycin aufgrund dieser Veranderungen angenommen.
Aminosaureaustausche von Asparagin zu Isoleucin in der Region 13 (N13—1),
von Asparagin zu Serin in der Region 12 (N12—S) und von Asparagin zu
Threonin in der Region 12 (N12—T) wurden in diesem Zusammenhang
beschrieben (Arias et al. 2011, Humphries et al. 2012, Kelesides et al. 2013b).
Die Isolate 7a und b wiesen eine bisher nicht beschriebene Deletion auf, die die
Kodierung eines Stopcodons zur Folge hatte, wodurch es vermutlich zu einer
Synthese einer verkirzten Cardiolipinsynthase kam. Da eine derartige Mutation

bisher nicht bekannt war, kann nur vermutet werden, dass dies die Ursache fur
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das verminderte Ansprechen gegenuber Daptomycin war (Isolat 7a MHK 4

ug/ml, Isolat 7b 16 ug/ml).

N13l (Arias et al. 2011)
N12S (Humphries et al. 2012)

N12T (Kelesides et al. 2013b)

R218Q (Tran et al. 2013a)
(Arias et al. 2011)

H215R (Arias et al. 2011)

D27N VRE_45d 218QVRE_37b
A20DVRE §r| R267H VRE_40b aa 437-483trunctionVRE_7a,b

|

AQ\AA A AAMA
T™TM PLDc domain 1 PLDc domain 2

Abb. 14: Darstellung der Cardiolipinsynthase mit bekannten und neuen Mutationen.
Gekennzeichnet sind die Transmembrandoméanen (TM), die PLDc Domé&nen (PLDc Doméne 1
und 2) und die katalytischen Zentren (A = aktives Zentrum). Mit griinen Pfeilen markiert sind die
Regionen im Enzym, an denen es durch nicht-synonyme Punktmutationen zu einem
Aminosaureaustausch bei den jeweiligen Isolaten (Isolat Nr. 8f, 37b, 40b und 45d) kam.
Daneben ist die Region angezeigt, in der die Isolate des Patienten 7 (Isolate Nr. 7a und 7b)
eine Deletion aufwiesen. Zuséatzlich sind mit blaue Pfeilen Mutationen im cls aus anderen
Publikationen eingeftligt. Abbildung nicht maRstabsgetreu.

Veranderungen im cls alleine oder moglicherweise in Kombination mit anderen
Mutationen fuhren vermutlich zu einem verminderten Ansprechen von VRE
gegenuber Daptomycin. Dabei bleibt offen, wieso es bei den analysierten
Isolaten nicht zu Auffalligkeiten in liaFSR kam, da Veranderungen in einem
dieser Gene als ursachlich fir eine Verminderung der Daptomycinsensibilitét
beschrieben wurden. Weitere molekulare Analysen auffalliger Isolate wéren fur

eine abschlieRende Klarung dieser Fragestellung notig.

Daptomycin gilt trotz der bisher beschriebenen MHK-Erh6hungen im
Allgemeinen als ein effektives Antibiotikum gegentber VRE (Tran et al. 2012,
Rolston et al. 2014). Daher stellte sich abschliel3end noch die Frage, wie eine
Antibiotikatherapie mit Daptomycin erfolgen sollte, um eine hohe Wirksamkeit
zu erzielen und eine Sensibilititsabnahme zu vermeiden. Zu Beginn der Arbeit
waren nur vereinzelte Studien Uber mogliche Empfindlichkeitsabnahmen
veroffentlicht worden. Seit Beginn des Jahres 2012 wurden jedoch vermehrt

Publikationen Uber verminderte Daptomycinsensibilitdten bei VRE bekannt.
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Dies spiegelt die zunehmende klinische Relevanz der Thematik wieder. Um das
Therapieregime zu verbessern, wird derzeit die optimale Dosis von Daptomycin
bei Infektionen mit VRE diskutiert. Zum Teil wird eine Daptomycintherapie mit
10 mg/kg/Tag bei schweren Infektionen durch Enterokokken empfohlen (Werth
et al. 2014). Bei Konzentrationen von 6, 8 oder 10 mg/kg/Tag konnten aber
bereits reduzierte Sensibilititen beobachtet werden. Eine Dosis von 12
mg/kg/Tag kann daher gegebenenfalls als alternative Therapie im Fall von
endovaskularen Infektionen diskutiert werden (Arias et al. 2010, Hall et al.
2012). Neben einer Dosiserhohung kdnnen auch Kombinationstherapien das
Ansprechen von Enterokokken verbessern. Ein Synergismus mit Rifampicin fur
die Therapie von E. faecium-Infektionen wird beschrieben. Die Wirkung des
Daptomycins auf die Bakterienzellwand erleichtert hierbei das Eindringen von
Rifampicin in den Erreger (Pankey et al. 2005, Arias et al. 2010). Auch die
Kombination mit einem Aminoglykosid wird empfohlen (Brodt und Smollich
2013). Daruiber hinaus konnte gezeigt werden, dass sich bei therapierefraktaren
Enterokokken eine Erhéhung des Daptomycins auf 12 mg/kg/Tag in
Kombination mit Ampicillin als sinnvoll erweisen kann. In einer Arbeit zeigte sich
bei einem Daptomycin-empfindlichen, aber als Ampicillin-resistent getesteten
VRE-Isolat in einem pharmakodynamischen in vitro-Model die Gabe von niedrig
dosiertem Daptomycin (4 mg/kg/Tag) und Ampicillin (2 g intravends alle vier
Stunden) wirksamer als eine Monotherapie mit hochdosiertem Daptomycin (10
mg/kg/Tag). Ampicillin verbesserte hierbei die Bindungsfahigkeit des
Daptomycins, wodurch die bakterizide Potenz anstieg (Sakoulas et al. 2012).
Eine andere Arbeit bestétigte, dass E. faecium-Isolate, die gegenuber
Daptomycin unempfindlich waren, auf eine Kombination von Daptomycin mit
Ampicillin ansprachen. Dieses Ph&nomen trat allerdings nur bei Isolaten mit
Veranderungen in den Genen liaFSR auf (Diaz et al. 2014). Zusammenfassend
kann die Wirkung von Daptomycin durch eine Anpassung der Dosis oder durch
eine Kombination mit synergistisch wirkenden Antibiotika verstarkt werden. Die
Therapie sollte dabei immer individuell und in Abh&ngigkeit an die klinische
Situation des Patienten erfolgen. Unbekannt ist derzeit noch die Bedeutung der

Serumcalciumkonzentration des Patienten unter Therapie mit Daptomycin, da
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das Lipopeptid seine Wirkung in Abhangigkeit von Calcium entfaltet (Kelesidis
et al. 2013b).
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Stammzelltransplantierte Patienten stellen ein Risikokollektiv fur Infektionen mit
Vancomycin-resistenten Enterokokken dar. Bisher liegen kaum Daten Uber die
Empfindlichkeit von VRE von stammzelltransplantierten Patienten gegenuber
dem in der Eskalationstherapie eingesetzten Antibiotikum Daptomycin vor. In
der vorliegenden Arbeit galt es zu klaren, welche Auswirkungen der Einsatz von
Daptomycin auf intestinal koloniesierte VRE hat. Es konnte gezeigt werden,
dass Patienten sowohl mit klonal identischen als auch mit klonal
unterschiedlichen Isolaten Uber langere Zeit besiedelt sein kdnnen. Diese
kénnen unabhéangig voneinander ihre Empfindlichkeit gegentber Daptomycin
andern. Es konnte verdeutlicht werden, dass VRE das Potential zur
Daptomycinresistenz tragen. Eine verminderte Empfindlichkeit war zum einem
mit einer Daptomycinexposition assoziiert, zum anderen ist auch das Vorliegen
einer primaren Daptomycinunempfindlichkeit mdglich. Mehrere Ursachen fir
eine Sensibilitatsabnahme gegenuber Daptomycin wurden diskutiert. Neben
einem erhohten Selektionsdruck scheinen vor allem Mutationen in potentiellen
Resistenzgenen der Enterokokken eine Rolle zu spielen. Mittels PFGE als
klonal identisch identifizierte Stammpaare, die einen zeitlichen Abstand von
mindestens drei Wochen aufwiesen und eine Zunahme der Daptomycin-MHK
zeigten, trugen alle die Gene liaF, liaS und liaR. Mutationen in diesen Genen
werden derzeit im Zusammenhang mit Unempfindlichkeiten gegeniber
Daptomycin diskutiert. Bei den Patientenisolaten lieRen sich im Laufe der
Daptomycintherapie aber keine Mutation in den Genen liaF, liaS und liaR
nachweisen. Stattdessen zeigten sich Mutationen im Gen cls. Vermutlich
fuhrten diese zu Veranderungen der Bakterienzellmembran und so zu einem
verminderten Ansprechen gegenuber Daptomycin. Insbesondere bei
Risikopatienten, wie dem Kollektiv immunsupprimierter Patienten der KMT-
Station, kann eine Abnahme der Sensibilitat gegeniber Reserveantibiotika
verheerende Folgen haben. Zusammenfassend konnte die zunehmende
klinische Relevanz von Mechanismen, die bei VRE zu einem geringeren
Ansprechen auf Daptomycin fuhren konnen, verdeutlicht werden. Weitere
Forschung ist notig, um molekulare Resistenzmechanismen weiter

aufzudecken.
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8.1 E. faecium-Isolate

Tabelle 15: Isolate der Patienten

LabEinDat MHK

Daptomycin in

ug/ml
la 29.04.2011 8 A
2a 30.11.2010 4 A
3a 05.04.2011 4 A
3b 19.04.2011 8 A
4a 12.01.2011 8 A
4b 15.02.2011 8 A
5a 30.11.2010 8 A
5b 22.01.2011 4 A
6a 10.05.2011 32 A
7a 04.08.2010 4 A
7b 27.10.2010 16 A
8a 18.05.2010 8 A
8b 25.05.2010 8 A
8c 08.06.2010 8 A
8d 09.06.2010 8 A
8e 15.06.2010 16 A
8f 23.06.2010 64 A
9a 09.02.2011 8 A
9b 29.04.2011 8 A
10a 24.03.2011 8 A
10b 30.03.2011 8 A
10c 19.04.2011 8 A
1lla 27.07.2010 8 A
12a 29.06.2010 8 A
13a 25.01.2011 8 A
14a 23.03.2010 8 A
15a 30.11.2010 4 B
15b 07.12.2010 4 B
16a 02.12.2010 4 A
17a 21.02.2011 8 A
17b 03.05.2011 8 A
18a 20.01.2011 8 A
19a 23.03.2010 8 A
19b 30.03.2010 8 A
20a 27.07.2010 8 A
2la 22.03.2011 8 A
21b 05.04.2011 8 A
21c 02.05.2011 16 A
22a 09.11.2010 4 B
23a 27.01.2011 8 A
23b 10.03.2011 8 A
24a 18.05.2010 4 A
24b 25.05.2010 4 A
24¢ 08.06.2010 4 A
24d 09.07.2010 8 A
24e 16.07.2010 8 A
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25a 17.03.2011 16 A
26a 08.02.2011 8 A
26b 18.02.2011 8 A
27a 07.04.2010 4 A
28a 18.03.2011 8 A
28b 05.04.2011 8 A
29a 13.04.2011 8 A
30a 25.01.2011 8 A
3la 15.09.2010 4 A
32a 07.02.2011 8 A
32b 05.04.2011 8 A
32c 27.04.2011 64 A
33a 19.01.2010 8 A
33b 26.01.2010 8 A
33c 23.03.2010 32 A
33d 30.03.2010 32 A
33e 05.05.2010 32 A
33f 11.05.2010 32 A
34a 24.01.2011 8 A
35a 31.03.2010 8 A
36a 21.02.2011 4 A
36b 22.03.2011 8 A
37a 17.11.2010 4 B
37b 07.12.2010 16 B
38a 28.12.2010 4 B
39a 18.05.2010 8 A
39b 22.05.2010 8 A
39c 23.05.2010 nd A
39d 24.05.2010 8 A
3% 28.06.2010 8 A
40a 15.06.2010 8 A
40b 13.07.2010 32 A
4la 17.02.2011 8 A
42a 03.12.2010 8 A
42b 25.01.2011 8 A
43a 07.12.2010 8 A
44a 22.12.2010 4 B
45a 04.05.2010 8 A
45b 11.05.2010 8 A
45c 08.06.2010 8 A
45d 06.07.2010 32 A
46a 10.04.2011 8 A
47a 28.09.2010 8 B
48a 18.01.2011 8 A
48b 08.02.2011 4 A
49a 05.04.2011 8 A
50a 01.02.2011 8 A
50b 22.03.2011 8 A
5la 30.11.2010 8 A
51b 08.03.2011 128 A
52a 03.05.2011 64 A
53a 01.04.2010 8 B
54a 19.10.2010 4 B
54b 09.11.2010 nd B
54c 16.11.2010 4 B
55a 26.09.2011 4 A
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56a 22.12.2010 8 B
56b 28.12.2010 8 B
57a 02.11.2010 4 B
57b 09.11.2010 8 B
58a 15.02.2011 4 A
58b 02.03.2011 8 A

Tabelle 16: MHK der Wildtypen

Wildtypcode MHK
Daptomycin in

ug/ml

w1
W2
W3
W4
W5
W6
W7
w8
W9
W10
W11
W12
W13
w14
W15
W16
w17
W18
W19
W20
w21
w22
W23
W24

N

NS} [ec) foc) foo} FoN) Fo o) foo} foc) foo) Foo) Foc) Foc) Fool I G} oy Fo o} Foo] Foo] FiNy BiN) Foo] foo] ool
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8.2 Ubersicht der Ergebnisse

Patienten der KMT-Station mitVRE-Nachweis
- 58 Patienten

vanA

-> 48 Erstisolate

Erstisolate der 58 Patienten

vanB
- 10 Erstisolate

PFGE Bandenmuster

- Alle Erstisolate klonal
verschieden, keine
Ausbruchssituationvorliegend

A

2 e,

Daptomycin-MHK
in pg/ml < oder=8

Daptomycin-MHK
inug/mi=8

Daptomycin-MHK

in ug/ml < oder=8 inpg/ml=8

Daptomycin-MHK

> 45 Erstisolate

-> 3 Erstisolate

-> 10 Erstisolate

- 0 Erstisolate

Abb. 15: Erstisolate

- 20 Patienten

Mindestens 2 Isolate mit>= oder= 3 Wochen

PatientNr. 4,7, 8,9, 10, 17, 21, 23, 24, 32, 33, 36,
37,39, 40,42, 45,50, 51 und 54

Daptomycin-MHK
in ug/ml

MHK =4 > 17 Isolate
MHK =8 - 38 Isolate
MHK =16 2 1Isolat
MHK =32 > 1lIsolat
MHK =64 > 1Isolat

o T hweeesen g

PFGE bein = 2 Isolaten
- 11 Patienten
PatientNr. 4,7, 9,17, 23,
36, 37, 40,42, 50 und 51

A

Klonalidentisch

- 7 Patienten
PatientNr. 4,7, 17,
37, 40,42 und50

Klonalverschieden
- 4 Patienten
Patient Nr. 9, 23, 36
und 51

Abb. 16: Verlaufe

PFGE bein = 2 Isolaten
-> 9 Patienten

Patient Nr. 8, 10, 21, 24,
32,33,39,45und 54

Ergebnis des Vergleichs
aller PFGE der
Folgeisolate:

-> Parallele Besiedlung mit
verschiedenen Stammen
mdaglich
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2 klonalidentische Isolate mit=oder = 3 Wochen
- 13 Patienten
PatientNr. 4,7, 8,10, 17, 24, 32, 37, 39, 40,42 45

und 50
I/\
MHK konstant MHK ansteigend
- 8 Patienten - 5 Patienten
PatientNr. 4, 10, 17, 24, PatientNr. 7, 8, 37, 40
32,39,42 und50 und45

Daptomycintherapie \
erfolgt:

Daptomycintherapie
erfolgt
-> alle 5 Patienten

Ja =5 Patienten Nein= 2 Patienten Keine Angabe = 1 Patient
Patient Nr. 10, 17, Patient Nr. 4, 50 Patient Nr. 39
24 32und42
Isolatentnahme
\J/ unter cdernach
Therapie:
Isolateentnahme > alle 5 Patienten
unter odernach
Therapie
Ja =3 Patient Nein= 2 Patienten PCR auf liaF, liaS, liaR:
FatientNr40.37; Patient Nr. 32, 42
24 TR liaF positiv=> alle 5 Patienten

liaS positiv > alle 5 Patienten
liaR positiv—> alle 5 Patienten

Abb. 17: Analyse ausgewahlter Isolate
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8.3 Zusammenfassende Darstellung von Verlaufen

Tabelle 17: Vergleichende Analyse aller Isolate von Patient 4. Es erfolgte keine
Daptomycintherapie. Die Patientenisolate sind chronologisch nach dem Datum des
Probeneingangs geordnet. Es werden der van-Typ und die Daptomycin-MHK dargestellt.
Isolate eines gleichen Klons sind durch farbliche Markierungen in der Spalte PFGE-
Muster markiert.

Patient 4

Probe 4a 4b
Datum 12.01.11 15.02.11
Probeneingang

van-Typ A A
Daptomycin- 8 8
MHK in pg/ml

PFGE-Muster A A

Tabelle 18: Vergleichende Analyse aller Isolate von Patient 7. Eine Daptomycintherapie
erfolgte vom 11.08.2010 bis zum 30.08.2010. Die Patientenisolate sind chronologisch
nach dem Datum des Probeneingangs geordnet. Es werden der van-Typ, die
Daptomycin-MHK und die Ergebnisse der liaFSR-PCR dargestellt. Isolate eines gleichen
Klons sind durch farbliche Markierungen in der Spalte PFGE-Muster markiert.

Patient 7

Probe 7a 7b
Datum 04.08.10 27.10.10
Probeneingang

van-Typ A A
liaF pos pos
liaR pos pos
liaS pos pos
Daptomycin- 4 16
MHK in ug/ml

PFGE-Muster A A
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Tabelle 19: Vergleichende Analyse aller Isolate von Patient 8. Eine Daptomycintherapie
erfolgte vom 27.05.2010 bis zum 15.06.2010. Die Patientenisolate sind chronologisch
nach dem Datum des Probeneingangs geordnet. Es werden der van-Typ, die
Daptomycin-MHK und die Ergebnisse der liaFSR-PCR dargestellt. Isolate eines gleichen
Klons sind durch farbliche Markierungen in der Spalte PFGE-Muster markiert.

Patient 8

Probe 8a 8b 8c 8d 8e 8f
Datum 18.05.10 25.05.10 08.06.10 09.06.10 15.06.10 23.06.10
Proben-

eingang

van-Typ A A A A A A
liaF pos nd pos nd pos pos
liaR pos nd pos nd pos pos
liaS pos nd pos nd pos pos
Dapto- 8 8 8 8 16 64
mycin-

MHK in

ug/ml

PFGE-

Muster A A A A A A

Tabelle 20: Vergleichende Analyse aller
Informationen bezuglich einer

Daptomycintherapie vor.

Isolate von Patient 9. Es
Die Patientenisolate sind

lagen keine

chronologisch nach dem Datum des Probeneingangs geordnet. Der van-Typ und die
MHK werden dargestellt. Isolate eines Klons sind durch farbliche Markierungen in der
Spalte PFGE-Muster markiert. Das Erst- und Folgeisolat waren nicht klonal identisch.

Patient 9

Probe 9a 9%
Datum 09.02.11 29.04.11
Probeneingang

van-Typ A A
Daptomycin- 8 8
MHK in ug/ml

PFGE-Muster A A
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Tabelle 21: Vergleichende Analyse aller Isolate von Patient 10. Eine Daptomycintherapie
erfolgte vom 28.03.2011 bis zum 29.03.2011. Die Patientenisolate sind chronologisch
nach dem Datum des Probeneingangs geordnet. Es werden der van-Typ, die
Daptomycin-MHK und die Ergebnisse der liaFSR-PCR dargestellt. Isolate eines gleichen
Klons sind durch farbliche Markierungen in der Spalte PFGE-Muster markiert.

Patient 10

Probe 10a 10b 10c
Datum 24.03.11 30.03.11 19.04.11
Probeneingang

van-Typ A A A
liaF pos nd pos
liaR pos nd pos
liaS pos nd pos
Daptomycin- 8 8 8
MHK in ug/ml

PFGE-Muster A A A

Tabelle 22: Vergleichende Analyse aller Isolate von Patient 17. Eine Daptomycintherapie
erfolgte vom 01.05.2011 bis zum 08.05.2011. Die Patientenisolate sind chronologisch
nach dem Datum des Probeneingangs geordnet. Es werden der van-Typ und die

Daptomycin-MHK dargestellt.

Markierungen in der Spalte PFGE-Muster markiert.

Patient 17

Probe 17a 17b
Datum 21.02.11 03.05.11
Probeneingang

van-Typ A A
Daptomycin- 8 8
MHK in ug/ml

PFGE-Muster A A

Isolate eines gleichen Klons sind durch farbliche
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Tabelle 23: Vergleichende Analyse aller Isolate von Patient 21. Eine Daptomycintherapie
erfolgte vom 27.03.2011 bis zum 01.04.2011. Die Patientenisolate sind chronologisch
nach dem Datum des Probeneingangs geordnet. Es werden der van-Typ und die
Daptomycin-MHK dargestellt.
Markierungen in der Spalte PFGE-Muster markiert. Das zuletzt enthommene Folgeisolat
wies eine erhthte Daptomycin-MHK von 16 pg/ml auf. Es lagen keine weiteren Isolate
dieses klonalen Stamms vor, so dass keine Aussage mdglich war, ob es sich um eine
MHK-Zunahme oder um eine primére Unempfindlichkeit handelte.

Patient 21

Probe 2la 21b 21c
Datum 22.03.11 05.04.11 02.05.11
Probeneingang

van-Typ A A A
Daptomycin- 8 8 16
MHK in pg/ml

PFGE-Muster

A

A

A

Isolate eines gleichen Klons sind durch farbliche

Tabelle 24: Vergleichende Analyse aller Isolate von Patient 23. Es erfolgte keine
Daptomycintherapie. Die Patientenisolate sind chronologisch nach dem Datum des
Probeneingangs geordnet. Der Van Typ und die MHK werden dargestellt. Isolate eines

gleichen Klons sind durch farbliche Markierungen in der Spalte PFGE-Muster markiert.

Patient 23

Probe 23a 23b
Datum 27.01.11 10.03.11
Probeneingang

van-Typ A A
Daptomycin- 8 8
MHK in ug/ml

PFGE-Muster

A

A
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Tabelle 25:; Vergleichende Analyse aller Isolate von Patient 24. Eine Daptomycintherapie
erfolgte vom 26.05.2010 bis zum 05.06.2010. Die Patientenisolate sind chronologisch
nach dem Datum des Probeneingangs geordnet. Der van-Typ und die MHK werden
dargestellt. Isolate eines gleichen Klons sind durch farbliche Markierungen in der Spalte
PFGE-Muster markiert.

Patient 24

Probe 24a 24b 24c 24d 24e
Datum 18.05.10 25.05.10 08.06.10 09.07.10 16.07.10
Probenein-

gang

van-Typ A A A A A
Daptomycin- 4 4 4 8 8
MHK in ug/ml

PFGE-Muster A A A A A

Tabelle 26: Vergleichende Analyse aller Isolate von Patient 32. Eine Daptomycintherapie
erfolgte vom 09.04.2011 bis zum 24.04.2011. Die Patientenisolate sind chronologisch
nach dem Datum des Probeneingangs geordnet. Der van-Typ und die MHK werden
dargestellt. Isolate eines gleichen Klons sind durch farbliche Markierungen in der Spalte
PFGE-Muster markiert. Das zuletzt entnommene Folgeisolat wies eine erhdhte
Daptomycin-MHK von 64 ug/ml auf. Es lagen keine weiteren Isolate dieses klonalen
Stamms vor, so dass keine Aussage moglich war, ob es sich um eine MHK-Zunahme
oder um eine priméare Unempfindlichkeit handelte.

Patient 32

Probe 32a 32b 32c
Datum 07.02.11 05.04.11 24.04.11
Probeneingang

van-Typ A A A
Daptomycin- 8 8 64
MHK in ug/ml

PFGE-Muster A A A
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Tabelle 27: Vergleichende Analyse aller Isolate von Patient 33. Eine Daptomycintherapie
erfolgte vom 27.01.2010 bis zum 03.02.2010. Die Patientenisolate sind chronologisch
nach dem Datum des Probeneingangs geordnet. Es werden der van-Typ und die
Daptomycin-MHK dargestellt. Isolate eines gleichen Klons sind durch farbliche
Markierungen in der Spalte PFGE-Muster markiert.

Patient
33

Probe 33a 33b 33c 33d 33e 33f

Datum 19.01.10 26.01.10 23.03.10 30.03.10

Proben-
eingang

05.05.10 11.05.10

van-Typ A A A A A A

Dapto- 8 8 32 32 32 32
mycin-
MHK in
ug/ml

Mustor A A A A A A

Tabelle 28: Vergleichende Analyse aller Isolate von Patient 36. Es erfolgte keine
Daptomycintherapie. Die Patientenisolate sind chronologisch nach dem Datum des
Probeneingangs geordnet. Der van-Typ und die MHK werden dargestellt. Isolate eines

gleichen Klons sind durch farbliche Markierungen in der Spalte PFGE-Muster markiert.

Patient 36

Probe 36a 36b
Datum 21.02.11 22.03.11
Probeneingang

van-Typ A A
Daptomycin- 4 8
MHK in ug/ml

PFGE-Muster

A

A
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Tabelle 29: Vergleichende Analyse aller Isolate von Patient 37. Eine Daptomycintherapie
erfolgte vom 20.11.2010 bis zum 07.12.2010. Die Patientenisolate sind chronologisch
nach dem Datum des Probeneingangs geordnet. Es werden der van-Typ, die
Daptomycin-MHK und die Ergebnisse der liaFSR-PCR dargestellt. Isolate eines gleichen
Klons sind durch farbliche Markierungen in der Spalte PFGE-Muster markiert.

Patient 37

Probe 37a 37b
Datum 17.11.10 07.12.10
Probeneingang

van-Typ B B
liaF pos pos
liaR pos pos
liaS pos pos
Daptomycin- 4 16
MHK in pg/ml

PFGE-Muster A A

Tabelle 30: Vergleichende Analyse aller

Informationen beziglich einer
chronologisch nach dem Datum des Probeneingangs geordnet. Es werden der van-Typ
und die Daptomycin-MHK dargestellt. Isolate eines gleichen Klons sind durch farbliche
Markierungen in der Spalte PFGE-Muster markiert.

Isolate von Patient 39. Es
Daptomycintherapie vor.

lagen keine
Die Patientenisolate sind

Patient 39

Probe 39a 39c 39d 39%e
Datum 18.05.10 22.05.10 23.05.10 24.05.10 28.06.10
Probenein-

gang

van-Typ A A A A
Daptomycin- 8 8 8 8
MHK in ug/ml

PFGE-Muster A A A A
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Tabelle 31: Vergleichende Analyse aller Isolate von Patient 40. Eine Daptomycintherapie
erfolgte vom 20.06 bis zum 17.06.2010. Die Patientenisolate sind chronologisch nach
dem Datum des Probeneingangs geordnet. Es werden der van-Typ, die Daptomycin-MHK
und die Ergebnisse der liaFSR-PCR dargestellt. Isolate eines gleichen Klons sind durch
farbliche Markierungen in der Spalte PFGE-Muster markiert.

Patient 40

Probe 40a 40b
Datum 15.06.10 13.07.10
Probeneingang

van-Typ A A
liaF pos pos
liaR pos pos
liaS pos pos
Daptomycin- 8 32
MHK in ug/ml

PFGE-Muster A A

Tabelle 32: Vergleichende Analyse aller Isolate von Patient 42. Eine Daptomycintherapie
erfolgte vom 29.01.2011 bis zum 12.02.2011. Die Patientenisolate sind chronologisch
nach dem Datum des Probeneingangs geordnet. Es werden der van-Typ und die
Daptomycin-MHK dargestellt. Isolate eines gleichen Klons sind durch farbliche
Markierungen in der Spalte PFGE-Muster markiert.

Patient 42

Probe 42a 42b
Datum 03.12.10 25.01.11
Probeneingang

van-Typ A A
Daptomycin- 8 8
MHK in ug/ml

PFGE-Muster A A
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Tabelle 33: Vergleichende Analyse aller Isolate von Patient 45. Eine Daptomycintherapie
erfolgte vom 11.05.2010 bis zum 24.05.2010. Die Patientenisolate sind chronologisch

nach dem Datum des Probeneingangs geordnet.

Es werden der

van-Typ, die

Daptomycin-MHK und die Ergebnisse der liaFSR-PCR dargestellt. Isolate eines gleichen
Klons sind durch farbliche Markierungen in der Spalte PFGE-Muster markiert.

Patient 45

Probe 45a 45b 45¢ 45d
Datum 04.05.10 11.05.10 08.06.10 06.07.10
Probeneingang

van-Typ A A A A
liaF nd pos nd pos
liaR nd pos nd pos
liaS nd pos nd pos
Daptomycin- 8 8 8 32
MHK in pg/ml

PFGE-Muster A A A A

Tabelle 34: Vergleichende Analyse aller Isolate von Patient 50. Es erfolgte keine
Daptomycintherapie. Die Patientenisolate sind chronologisch nach dem Datum des
Probeneingangs geordnet. Es werden der van-Typ und die Daptomycin-MHK dargestellt.
Isolate eines gleichen Klons sind durch farbliche Markierungen in der Spalte PFGE-

Muster markiert.

Patient 50

Probe 50a 50b
Datum 01.02.11 22.03.11
Probeneingang

van-Typ A A
Daptomycin- 8 8
MHK in ug/ml

PFGE-Muster A A
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Tabelle 35: Vergleichende Analyse aller Isolate von Patient 51. Eine Daptomycintherapie
erfolgte vom 05.12.2011 bis zum 04.01.2011 sowie vom 01.03.2011 bis zum 08.03.2011.
Die Patientenisolate sind chronologisch nach dem Datum des Probeneingangs geordnet.
Der van-Typ und die MHK werden dargestellt. Isolate eines gleichen Klons sind durch
farbliche Markierungen in der Spalte PFGE-Muster markiert. Das Folgeisolat wies eine
erhohte Daptomycin-MHK von 128 pg/ml auf. Es lagen keine weiteren Isolate dieses
klonalen Stamms vor, so dass keine Aussage moglich war, ob es sich um eine MHK-
Zunahme oder um eine priméare Unempfindlichkeit handelte.

Patient 51

Probe 5la 51b
Datum 30.11.10 08.03.11
Probeneingang

van-Typ A A
Daptomycin- 8 128
MHK in pg/ml

PFGE-Muster A A

Tabelle 36: Vergleichende Analyse aller Isolate von Patient 54. Eine Daptomycintherapie
erfolgte vom 10.11.2010 bis zum 22.11.2010. Die Patientenisolate sind chronologisch
nach dem Datum des Probeneingangs geordnet. Der van-Typ und die MHK werden

dargestellt. Isolate eines gleichen Klons sind durch farbliche Markierungen in der Spalte
PFGE-Muster markiert.

Patient 54

Probe 54a 54b
Datum 19.10.10 16.11.10
Probeneingang

van-Typ B B
Daptomycin- 4 4
MHK

PFGE-Muster A A
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