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Einleitung

1 Einleitung

1.1 Medizinische Bedeutung der Enterokokken

Enterokokken, ehemals Gruppe-D-Streptokokken, wurden 1984 zu einer eigenen Bakterien-
Gattung zusammengefasst (1). Es sind derzeit Uber 59 Spezies von Enterokokken bekannt (2).
Davon besitzen aber nur Enterococcus (E.) faecalis und E. faecium eine gréfRere medizinische
Bedeutung. Sehr selten sind andere Spezies, wie E. avium. E. hirae, E. durans, E. gallinarum
und E. casseliflavus fiir eine Infektion verantwortlich. Von Natur aus kommen E. faecalis und
E. faecium im Gastrointestinaltrakt vor und sind dort bei ca. 80 % der Bevolkerung
nachweisbar. Sie kénnen aber auch den Genitaltrakt, den Oropharynx, die Haut und Wunden
besiedeln (3). Enterokokken haben sich zu wichtigen multiresistenten Erregern (MRE)

entwickelt, welche nosokomiale Infektionen verursachen kdnnen (4).

Der Ursprung der Enterokokken datiert sich auf vor 425 Millionen Jahren, etwa zeitgleich mit
der Anpassung der Lebewesen an eine terrestrische Lebensweise. Die Enterokokken
entwickelten sich gemeinsam mit ihren Wirten. Dabei entstand ihre besonders harte Zellwand,
welche die Enterokokken heute so widerstandsféhig gegen Antibiotika und Umwelteinfllisse
(Austrocknung und Hitze) macht (5). Ihr Vorkommen beschrankt sich nicht nur auf den
Gastrointestinaltrakt des Menschen, sondern sie lassen sich auch in Gewdssern, Abwasser,

Boden, Pflanzen und Lebensmitteln nachweisen (6).

Enterokokken sind  fakultativ anaerobe, Katalase-negative, grampositive, sehr
umweltbestandige Kokken. lhre optimale Wachstumstemperatur liegt bei 35 °C. Sie wachsen
bei Temperaturen von 10 - 45 °C. Selbst bei einem pH-Wert von 9,6 sowie in einer 6,5%igen
Kochsalzkonzentration konnen sie sich vermehren. Einer thermischen Behandlung von 60 °C
konnen sie Uber 30 Minuten standhalten (1). AuBerdem sind sie gegen eine 40%ige
Gallensalzkonzentration unempfindlich (7). Hinzu kommt ihre hohe Resistenz gegen
Austrocknung. Sie kénnen langer als 3 Monate auf Baumwolle oder Kunststoff (berleben.

AuBerdem sind sie leicht tibertragbar, da sie tiber ein gutes Anheftungsvermaégen verfiigen (8).
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1.2 Antibiotikaresistenzen bei Enterokokken

Enterokokken besitzen eine groRe

Antibiotikaresistenzen (Tabelle 1). Diese sind von groRer

Vielfalt an natlrlichen und erworbenen

Bedeutung, da sie die

Therapiemoglichkeiten bei Infektionen mit Enterokokken deutlich verringern und so die

Behandlung erschweren (9).

Tabelle 1: Natirliche und erworbene Antibiotikaresistenzen bei Enterokokken (3, 9)

natdrliche (intrinsische) Resistenzen

Cephalosporine (1. - 4. Generation)

Semisynthetische Penicilline
Monobactame

Polymyxine

Lincosamide (zumeist)
Streptogramine (E. faecalis)
Mupirocin (E. faecalis)

Aminoglycoside (Low-level-Resistenz)

Vancomycin (Low-level-Resistenz in

erworbene (extrinsische) Resistenzen
Ampicillin (besonders E. faecium, selten
E. faecalis)

Makrolide

Aminoglycoside (High-level-Resistenz)
Chloramphenicol

Fluorchionolone

Streptogramine (E. faecium)

Tetracycline

Glykopeptide (besonders E. faecium, selten
E. faecalis)

Oxazolidione (Linezolid)

E. gallinarum und E. casseliflavus)
Glycylcycline (Tigecyclin)
Lipopeptide (Daptomycin)

Als Therapie erster Wahl werden bei unkomplizierten Enterokokken-Infektionen durch
E. faecalis Beta-Lactame wie z.B. Ampicillin verwendet. Zur Endokarditis-Therapie werden
diese mit bestimmten Aminoglykosiden (nur Gentamicin und Streptomycin) kombiniert. Diese
Aminoglykoside - Enterokokken besitzen intrinsische low-level Resistenz gegen
Aminoglykoside - erzielen nur in Verbindung mit einem Zellwand-wirksamen Antibiotikum
(Penicillin, Glykopeptid) ihre synergistische Wirkung. E. faecalis-Stdmme sind nahezu alle
Ampicillin-sensibel und somit gut therapierbar. Bei nosokomialen E.-faecium-Isolaten sind
jedoch Uber 90 % Ampicillin-resistent, was eine Therapie mit Glykopeptiden (Vancomycin

oder Teicoplanin) bei E. faecium-Infektionen erforderlich macht (3, 10).
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Einleitung

Eine zusétzliche Resistenz gegen Glykopeptide schrankt die therapeutischen Mdglichkeiten
weiter stark ein. Zur Therapie werden in Deutschland Tigecyclin (v. a. abdomineller Fokus),
Linezolid und Daptomycin eingesetzt. Doch auch gegen diese Reserveantibiotika wurden schon
Resistenzen, die bei vermehrter Verwendung haufiger wurden, beobachtet. Als neue
Substanzen, mit noch unklarem therapeutischem Stellenwert, wurden Tedizolid und neue
Lipoglykopeptide (Telavancin, Dalbavancin, Oritavancin) eingefihrt, welche ebenfalls eine

Wirkung gegen Enterokokken zeigen (3, 10-14).

Infektionen mit E. faecalis sind gut mittels Ampicillin therapierbar. Die Therapie von
E. faecium-Infektionen erfolgt jedoch mit Vancomycin. Aus diesem Grund kommt der
Surveillance der Vancomycin-resistenten E. faecium (VREfm)-Isolate eine wichtige Rolle zu.
Auch in dieser Arbeit ist der Focus auf die E. faecium-Isolate gelegt (3).

1.2.1 Glykopeptid-Resistenz

Es existieren neun verschiedene molekulare Mechanismen der Glykopeptid-Resistenz: vanA,
B,C,D, E, G, L MundN (15). VanC ist eine natirliche (intrinsische) Resistenz, welche nur
bei E. gallinarum (16) und E. casseliflavus (17) auftritt. Medizinische Bedeutung haben nur

vanA und vanB, sodass in dieser Arbeit nur diese beiden genauer betrachtet werden (15).

Vancomycin ist ein Glykopeptid und hemmt die Zellwandbiosynthese von Enterokokken. Das
Grundgerust der Zellwand besteht aus Peptidoglykan, welches lange Polysaccharidketten aus
N-Acetylmuraminsaure und N-Acetylglucosamin formt, die durch Quervernetzung ihrer
Pentapeptidseitenketten zu einem stabilen Netz (Sacculus) verbunden sind. Wenn die Zellwand
zerstort wird, lysiert das Bakterium durch seinen eigenen Uberdruck und stirbt ab (18).
Glykopeptide  wirken, indem sie am C-terminalen D-Alanin-D-Alanin  des
Pentapeptidvorldufers binden. Dies bewirkt, dass das N-Acetylmuraminséure-Pentapeptid nicht
in das entstehende Peptidoglykan durch Transglykolisierung quervernetzt werden kann. Daraus
ergibt sich ein fehlerhafter Mureinsacculus und das Bakterium wird abgetotet (Abbildung 1)
(29).
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Membran Zellwand

Vancomycin

Pentapeptid

Q—I:I— ] —|:|~|D-A|a— D-Ala
@

Transglykosylase
Transpeptidase
Carboxypeptidase

A Lipid carrier
O N-Acetylmuraminsaure

. N-Acetylglucosamin

Abbildung 1:  Vereinfachte Darstellung des Wirkmechanismus von Vancomycin: Verhinderung der
Zellwandbiosynthese durch die Bindung von Vancomycin an das D-Alanin-D-Alanin (D-Ala-D-Ala) des
Pentapeptids und Hemmung der Enzyme Transglykosylase, Transpeptidase und Carboxypepidase in
Anlehnung an Courvalin (20)

Bei Vancoymcin-resistenten Enterokokken (VRE) wird mit Hilfe der Resistenzgene vanA oder
vanB das terminale D-Alanin-D-Alanin durch ein D-Alanin-D-Lactat ersetzt, was zu einer
niedrigeren Bindungsfahigkeit von Glykopeptiden und somit zu einer Antibiotikaresistenz fuhrt
(Abbildung 2). Beim Resistenzgen vanC ist das C-Terminale Ende durch D-Alanin-D-Serin
ersetzt (20).
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Membran Zellwand
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Abbildung 2:  Vereinfachte Darstellung des Resistenzmechanismus von VRE: Anderung der
Vancomycinbindestelle in D-Alanin-D-Lactat (D-Ala-D-Lac) in Anlehnung an Courvalin (20)

Die Gene fur vanA und vanB sind auf Chromosomen und Plasmiden lokalisiert, was bedeutet,
dass diese klonal, aber auch horizontal durch Plasmide oder durch Konjugation in Form von
grol3en Elementen von Bakterium zu Bakterium weitergegeben werden konnen (21-24). Die
Glykopeptid-Resistenz durch vanA ist eine high-level Resistenz fir Vancomycin und
Teicoplanin. Diese ist auf dem 11 kb groRem Transposon (Tn) 1546 lokalisiert (20). Die
Resistenz fiihrt zu einer 1000-fach niedrigeren Bindungsfahigkeit von Vancomycin, was hohe
Mindesthemmkonzentrations (MHK)-Werte (8-1000 mg/l) mit sich bringt (6). Das Operon von
vanA teilt sich in sieben Abschnitte auf. Finf sind flr die Resistenz verantwortlich und 2 fir
die Regulation (20).

Das Resistenzgen vanB ist auch unter anaeroben Bakterien im Gastrointestinaltrakt verbreitet.
Dieses ist vor allem auf Tn 1549 oder Tn 5382 lokalisiert (25). Es ist ahnlich wie vanA
aufgebaut, unterscheidet sich jedoch in seiner Regulation (20). Bei diesem Gen liegt nur eine
Resistenz gegen Vancomycin und nicht gegen Teicoplanin vor. Die Resistenz ist
unterschiedlich stark ausgebildet, sodass sehr variable MHK-Werte (< 4 — 1000 mg/l) bekannt
sind, was diagnostisch zu Nachweisproblemen fiihren kann (6). VanA und vanB kénnen anhand

ihrer phanotypischen Eigenschaften mit akzeptabler Sicherheit unterschieden werden, da diese
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meist mit dem Genotyp Ubereinstimmen. So besitzen Vancomycin- und Teicoplanin-resistente
Isolate das vanA-Gen und isoliert Vancomycin-resistente, aber Teicoplanin-sensible Isolate das
vanB-Gen. Weltweit ist vanA am weitesten verbreitet (3). Anfangs war auch in Deutschland das
vanA-Gen vorherrschend. Seit dem Jahr 2017 wurden jedoch erstmals deutlich mehr vanB- als

vanA-positive Isolate registriert (11).

1.2.2 Entstehung und Entwicklung der Glykopeptid-Resistenz

Die ersten Vancomycin-resistenten Enterokokken der Spezies E. faecium (VREfm) wurden im
Jahre 1986 in Frankreich und England nachgewiesen (21, 26). Ein Jahr spater entdeckte man in
den Vereinigten Staaten einen Vancomycin-resistenten E. faecalis-Stamm (27). Das Auftreten
von VRE-Stdmmen unterschied sich in Amerika und Europa anfangs sehr. In Europa wurde die
Antibiotikaresistenz durch die Verwendung des Glykopeptids Avoparcin, das seit 1970 in der
tierischen Lebensmittelproduktion als Wachstumsforderer eingesetzt wurde, induziert. Diese
Resistenzen wurden tber die Nahrungskette oder durch den direkten Kontakt auf den Menschen
Ubertragen. So entwickelte sich ein weit verbreitetes Reservoir von VRE-Stdmmen innerhalb
der Bevolkerung. Dies stellte eine Bedrohung flir eine Ausbreitung in Krankenhausern tber
klonale oder horizontale Verbreitung dar. Als Folge dessen verbot die Europaische Union die
Benutzung von Avoparcin im Jahre 1997. Daraufhin verringerte sich die VRE-Kolonisation bei
Nutztieren und in der Bevolkerung. In den USA gab es kein allgemeines Reservoir an VRE-
Stdmmen in der gesunden Bevolkerung. Avoparcin wurde dort nicht in der Tiermast genutzt.
Im Gegensatz dazu gab es aber ein grof3es Reservoir innerhalb der Krankenh&user. Durch
haufigen Einsatz von Antibiotika entstand ein allgemeiner Selektionsdruck auf die
Enterokokken, was zu einer Selektion von Ampicillin-resistenten Enterokokken fihrte.
Infolgedessen wurde vermehrt Vancomycin — deutlich mehr als in Europa — eingesetzt,

wodurch ein Anstieg der VRE-Stdmme in Krankenhdusern in Amerika entstand (28).

Urspringlich soll die Glykopeptid-Resistenz jedoch von Glykopeptid-produzierenden
Bakterien, wie Amycolatopsis orientails oder Streptomyces toyocaenis stammen. Diese miissen
sich selbst vor ihren eigenen Glykopeptiden schiitzen. Es wird vermutet, dass die Glykopeptid-
Resistenzen codierenden Gene Uber horizontalen Transfer an die Enterokokken ubertragen
wurden (28, 29).
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In den USA kam es zu einer schnellen Verbreitung von VRE ab 1990, in Europa ab 2000 (30).
Diesen ausbruchséhnlichen Verbreitungen war immer eine Zunahme von Ampicillin-
resistenten Enterokokken vorausgegangen (31). Anfangs war E. faecalis fur die meisten
Infektionen verantwortlich. Mittlerweile ist E. faecium fir 40 % aller Infektionen mit

Enterokokken verantwortlich (25).

Auch in der Resistenzstudie der Paul Ehrlich Gesellschaft fir Chemotherapie wurde dieser
Anstieg beobachtet. So sah man, dass der Anteil an E. faecium-Isolaten von allen
Enterokokken-Isolaten zunahm (1998: 9,3 % auf 2004: 24,4 %) und die Vancomycin-
Reistenzraten unter den E. faecium-Isolaten stieg (1998: 3,8 %, 2004: 13,5 %, 2013: 16,6 %,
2016: 24,0 %). Unter den E. faecalis-Isolaten lieRen sich jedoch nahezu keine VVancomycin-
Resistenzen nachweisen. Auch am European Antimicrobial Resistance Surveillance Network
(Ears-Net) konnten steigende Vancomycin-Resistenzraten flr E. faecium-Isolate nachgewiesen
werden, wéhrend die Rate fur E. faecalis auch hier unter 1 % blieben. Zusammenfassend l&sst
sich somit sagen, dass es sich bei dem Anstieg der VRE-Isolate um einen Anstieg von VREfm-
Isolaten handelt (9, 32, 33).
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1.3 Klinische Relevanz von Vancomycin-resistenten E. faecium-
Isolaten (VREfm)

Enterokokken sind - meist als nicht-pathogene Bakterien - ein Teil des menschlichen
Darmmikrobioms. In den hdufigsten Féllen eines mikrobiologischen Nachweises von VRE aus
Patientenproben handelt es sich auch nur um eine Kolonisation und keine Infektion. Bei einem
bestimmten Patientenkollektiv ist ein Infektionsrisiko jedoch sehr hoch und somit Kklinisch

relevant. Meistens liegt vor einer Infektion eine Kolonisation vor (34).

Risikofaktor fir eine Besiedlung/Infektion mit VRE ist eine schwere Komorbiditét. Patienten
mit einem chronischen Grundleiden wie Nierenisuffizienz (Dialyse), Onkologie-Patienten und
Patienten mit Immunsupression, weisen ein erhéhtes Risiko fiir eine VRE-Infektion auf. Auch
Neugeborene oder Patienten mit einem Alter ab 60 besitzen ein héheres Risko fur eine VRE-
Infektion. Das Risikokollektiv lasst sich in Transplantierte, hamatologisch-onkologisch
Erkrankte und Patienten von Intensivstationen zusammenfassen. Diese Patienten haben
aullerdem oft lange Krankenhausaufenthalte oder vorausgegangene Antibiotikatherapien hinter
sich, was das Risiko auf eine VRE-Besiedlung erhéht (3, 10).

Enterokokken verursachen als leichte Infektionen vor allem Harnwegsinfektionen. Schwere
Infektionen stellen die Enterokokken-Endokarditis, postoperative Spondylodiszitis,

Abdominal- (meist polymikrobiell) oder fremdkorperassoziierte Infektionen dar (10).

Gegeniiber anderen MRE, wie z.B. MRSA, verursachen VRE eine deutlich geringere
Krankheitslast. Allerdings steigen die Fallzahlen an VRE-Nachweisen. Besonders als
Verursacher von Blutstrominfektionen stellen sie ein grof3es Problem dar (35). Enterokokken-
Bakteriamien haben eine Letalitatsrate von 30 % (3). Infektionen mit VRE-Stammen fuhren zu
langeren Krankenhausaufenthalten sowie einer erhohten Sterblichkeit im Krankenhaus. Sie

sind eine zunehmende Bedrohung fur die 6ffentliche Gesundheit (4).

Eine besondere Bedeutung kommt auch dem horizontalen Gentransfer der Vancomycin-
Resistenz an Methicillin-resistente Staphylococcus (S). aureus (MRSA) zu, gegen welche
Vancomycin das Mittel der Wahl ist. Dieser wurde das erste Mal im Jahr 2002 in Michigan
(USA) entdeckt (31, 36).
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1.4 Virulenzfaktoren

Genetische Untersuchungen zeigen, dass hospital-assoziierte E. faecium-Stdamme (s. 1.5
Entwicklung nosokomialer E. faecium- Linien: klonaler Komplex 17 (CC17) bzw. Klade Al)
zusatzliche Gene erworben haben, welche im normalen Kommensal oder in natlrlichen
Stammen nicht zu finden sind. Diese Gene ermdglichen wahrscheinlich den Enterokokken
unter den besonderen Bedingungen im Krankenhaus zu tberleben. Sie codieren so genannte
Virulenz- oder Pathogenitatsfaktoren. Diese Virulenzfaktoren, welche sich oft an der
Zelloberflache befinden, unterstiitzen das Bakterium z.B. bei der Kolonisation eines Wirtes,
indem sie zur Bildung des Biofilms beitragen oder die Adhasion an Oberflachen andern. Somit
erhohen sie die Pathogenitét bzw. Virulenz eines Bakteriums, da eine Kolonisation oft die erste
Vorstufe zur Infektion ist. Diese Virulenzfaktoren sind jedoch bis heute noch wenig verstanden

und weitere Untersuchungen sind notig (25).
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1.4.1 Enterococcal surface protein (esp)

Das Enterococcal surface protein (esp) ist ein Oberflachenprotein, welches zum ersten Mal bei
infektions-bezogenen E. faecalis beschrieben wurde (37). Nachfolgend wurde es auch in
E. faecium gefunden. Dabei erkannte man einen Zusammenhang von esp mit klinischen und
ausbruchsbezogenen Isolaten (38). Die esp-codierenden Gene von E. faecalis und E. faecium
gleichen sich zu 89 %. Esp befindet sich bei E. faecium nur in infektionsbezogenen Isolaten
(39). Das Gen esp in E. faecalis ist ausfiihrlicher beschrieben. Es codiert ein grof3es
Oberflachenprotein mit einer Masse von ca. 202 kDa (37). Die Erhéhung der Virulenz von
Enterokokken durch das Oberflachenprotein esp wurde bei einer Harntrakt-Infektion in einem
Maus-Versuch durch eine starkere Kolonisation von Enterokokken und langere Persistenz der
Infektion bei E. faecalis (40) und bei E. faecium bestatigt. Im Versuch mit E. faecium konnte
auch gezeigt werden, dass esp in die Bindung an Blasen- und Nieren-Zellen involviert ist (41).
Aullerdem konnte der Beitrag von esp an der Bildung von Biofilmen bestétigt werden. Esp
fordert die initiale Zellanlagerung und Biofilm-Bildung auf abiotischen Oberflachen sowie
Polystrol (Kunststoff). Diese Féhigkeit ist in Klinischen Isolaten weit verbreitet. Bei 65 % der
nosokomialen Infektionen spielen Biofilme eine Rolle (42, 43). Auch bei der Endokarditis sind
diese beteiligt. Der Beitrag von esp zur Kolonisation von Herzklappen konnte ebenso

experimentell bestatigt werden (44).

Esp ist der am meisten verbreitete Virulenzfaktor in klinischen E. faecium-Linien (25). Das esp-
Gen l&sst sich Giber Konjugation zwischen Enterokokken horizontal Gibertragen (45). Der Anteil
an esp-positiven E. faecium stieg mit den Jahren, wie eine Studie aus den Niederlanden zeigt.
Keines der Ampicillin-sensitiven Isolate wurde dabei auf esp positiv getestet. Das esp-Gen wird

mit nosokomialer Ausbreitung von Enterokokken assoziiert (46).

In E. faecium ist esp Teil einer Pathogenitatsinsel. Dies bedeutet, dass esp umgeben von 6
bestimmten Genen ist, welche mit Antibiotikaresistenzen und Virulenz assoziiert werden. Diese
Insel ist nur in epidemischen und klinischen Isolaten vorhanden. Wahrscheinlich lassen sich
auch diese Inseln durch horizontalen Gentransfer Gbertragen. Pathogenitatsinseln tragen somit

zur Virulenz von E. faecium bei (47).

Anhand des Aufbaus des Gens esp, konnte gezeigt werden, dass es zu einer Familie von
Oberflachenproteinen-codierenden Genen gehort, welche alle mit Virulenz assoziiert werden
(39). Das esp-Gen von E. faecium ist aufgeteilt in eine N-terminale und eine C-terminale Region
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ohne Wiederholungen und eine zentrale Repeat-Region mit Wiederholungen der Gene
(Abbildung 3). Die N- und C-terminalen Regionen sind durch eine groRe Sequenzheterogenitét
geprégt. In der Repeat-Region gibt es die Untereinheiten A, B und C. Die einzelnen Sequenzen
dieser Untereinheiten werden verschieden oft wiederholt (Genduplikaturen) oder sind in
manchen Fallen nicht vorhanden. Es wurde beobachtet, dass Isolate eines Ausbruchs dieselben
Genduplikaturen in den Repeat-Regionen haben. Somit lassen sich iber die Repeat-Regionen
Enterokokken eines Ausbruches identifizieren (47). In der vorliegenden Arbeit wurde das

VVorkommen von esp sowie die Wiederholungen der Untereinheit A genauer betrachtet.

Al A2 A3 A4 A5 A6 B1 C1 C2 C3 C4 C5 B2

geloscht B1 C1 C2 C3 C4 C5 C6 B3 B2

Abbildung 3:  Vereinfachte Darstellung unterschiedlicher esp-Genvarianten: mit N-(N) und C- Terminus
(C), sowie einer Repeat-Region (R) mit verschiedenen Wiederholungen der Abschnitte A, B und C in
Anlehnung an Leavis et al. (47)
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1.4.2 Putative Hyaluronidase (hyl)

Ein weiterer Virulenzfaktor, die vermeintliche Hyaluronidase (hyl), wurde 2003 entdeckt.
Dieses chromosomale Gen hyl wurde mit friiher beschriebenen Hyaluronidasen von anderen
grampositiven Bakterien wie Streptococcus pyogenes, S. aureus und Streptococcus pneumoniae
assoziiert (48). Dieses Gen wurde jedoch falschlicherweise als Hyaluronidase bezeichnet. In
Wirklichkeit codiert es eine Familie-84-Glycosyl-Hydrolase, welche keine Hyaluronidase
Aktivitat ausweist (49). Hyl wurde fast ausschlieBlich in Krankenhaus-assoziierten Proben von
multiresistenten Enterokokken diagnostiziert. Diese waren meist Vancomycin-resistent und
besallen aulRerdem das esp-Gen (48). Hyl ist Teil eines grof3en Plasmids, auf welchem auch die
Resistenzgene fur vanA sitzen und welches durch Konjugation Ubertragen werden kann.
E. faecium mit diesem Plasmid besitzen eine héhere Pathogenitat (50). Ein anderer Versuch
zeigte, dass sich die Kolonisation des Gastronintestinaltrakts von Mdusen durch Enterokokken
erhoht, wenn das hyl-Plasmid vorhanden ist (51). 2011 wurde jedoch von Panesso et al. in einem
experimentellen Peritonitis-Modell festgestellt, dass hyl selbst keine Auswirkungen auf die

Virulenz von E. faecium hat (49).

Hyl hat somit keinen direkten Einfluss auf die Kolonisation von E. faecium. Jedoch besitzen
Bakterien, wie oben beschrieben, welche auf hyl positiv getestet werden eine hdhere
Pathogenitat. Man vermutet, dass auf denselben Plasmiden, auf welchen hyl sitzt, auch die Gene
der Virulenzfaktoren, welche die Kolonisation beeinflussen, lokalisiert sind. Somit ist hyl ein

Marker fiir das Vorhandensein von Virulenzfaktoren (25).

Der Einfachheit halber und in Analogie zur Literatur wird auch in dieser Arbeit hyl weiterhin
als Hyaluronidase und Virulenzfaktor bezeichnet. In der Laboranalyse in dieser Arbeit wurden

die Proben auf die Existenz der hyl-codierenden Gene untersucht.
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1.4.3 Adhesin of collagen from E. faecium (acm)

Der Virulenzfaktor namens adhesin of collagen from E. faecium (acm) ist ein
Oberflachenprotein, welches an die extrazellulare Matrix, in diesem Fall Kollagen, des Wirts
bindet und so zur Kolonisation und Virulenz eines Bakteriums beitragt. Solche Adhasine sind
auch in weiteren grampositiven Bakterien, wie S. aureus und E. faecalis bekannt. Das ca. 2.000
bp lange acm-Gen codiert eine 501 Aminosauren lange A-Domane, welche die Fahigkeit
Kollagen | zu binden codiert (52). Es gibt auch Pseudogene von acm, welche nicht die Fahigkeit
besitzen Kollagen zu binden. In einer Studie von Nallapareddy et al. wurden diese in einem
Viertel der Isolate von Tieren und der Allgemeinbevélkerung gefunden. Isolate, welche mit

einer Endokarditis in Verbindung standen, hatten jedoch alle funktionsféhige acm-Gene (53).

Enterokokken sind mittlerweile die dritthdufigste Ursache fiir eine Endokarditis. Dabei spielt
die Fahigkeit, von acm an Kollagen und somit an das Gewebe von Aorta und Herzklappen zu
binden, eine grol3e Rolle. Der Beitrag von acm zur Pathogenitét von E. faecium konnte in einem
experimentellen Endokarditis-Versuch von Nallapareddy, Singh und Murray (2008) gezeigt
werden. In klinischen Endokarditis-Isolaten wurden nur funktionierende acm gefunden. Auch
wurde gezeigt, dass acm die Pathogenitat wahrend der Besiedlung, aber nicht die Mortalitat von
E. faecium erhoht. Es gibt Unterschiede in der Genexpression von acm und auch eine mégliche
Maskierung des Antigens durch z.B. Polysaccharide, sodass sie in vitro manchmal nur schwer
nachzuweisen sind (54). Mit einem anti-acm-Antikoérper konnte die Kollagenbindungsfahigkeit
von acm und somit von E. faecium deutlich herabgesetzt werden. Das ware ein moglicher
therapeutischer Ansatz, um die Kolonisation von E. faecium zu erschweren und somit ihre
Pathogenitat herabzusetzten (55). In dieser Arbeit wurden die Enterokokken auch auf das

Vorhandensein von acm untersucht.
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1.5 Entwicklung nosokomialer E. faecium-Linien: klonaler Komplex
17 (CC17) bzw. Klade Al

Der Anstieg von VRE ist ein Anstieg von VREfm. Fir die steigenden nosokomialen
H&ufungen, Ausbriiche und Infektionen ist eine bestimmte klonale Linie von VRE-E. faecium-
Isolaten verantwortlich. Diese Krankenhaus-adaptierten Enterokokken unterscheiden sich von
jenen aulerhalb des Krankenhauses. Die Selektion dieser E. faecium-Hospitalstdamme entsteht
durch den Einsatz von Antibiotika und dem allgemeinen Selektionsdruck im Krankenhaus. So
war der Verbreitung von VRE-Stdmmen immer eine Zunahme von Ampicillin-resistenten

Enterokokken vorausgegangen (31).

Mit der Einfuhrung der Multi-Locus-Sequenz-Typisierung (MLST) (s. 1.7 Surveillance mit
Multi-Locus-Sequenz-Typisierung (MLST)), konnte gezeigt werden, dass diese klonale Linie
sich aus dem Sequenztypen (ST) 17 im Krankenhaus entwickelt hat. Diese dabei entstandenen
Sequenztypen werden daher im klonalen Komplex 17 (CC17) zusammengefasst. Sie sind
charakterisiert durch eine Ampicillin- und eine Chinolon-Resistenz sowie der Anwesenheit von

bestimmten Virulenzfaktoren (56).

Mit der Einflihrung von Whole-Genom-Sequencing (WGS) (s. 4.9 Methodik MLSTypisierung)
wurde ein neues Modell fur die Entwicklung der pathogenen nosokomialen E. faecium-Isolate
eingefuhrt, welches weiter zurtick reicht und den die letzten 15 Jahre beschriebenen CC17
miteinschlieft. Genetische Analysen zeigen, dass die E. faecium-Population sich mit der
Urbanisation und der beginnenden Domestizierung von Tieren vor 3.000 Jahren in eine Klade
B und eine Klade A aufteilte. Die Klade B wird heute in den nicht-hospitalisierten Menschen
gefunden und verursacht nahezu keine Infektionen. Mit der Einfiihrung von Antibiotika beim
Menschen sowie in der Tiermast teilte sich die Klade A in eine epidemische Krankenhaus Klade
Al und eine tierische Klade A2 auf. Die Klade A2 veranlasst nur selten spontane Infektionen
beim Menschen. Die Klade A1l umfalit alle nosokomialen E. faecium-Isolate unter anderem

E. faecium-Isolate, die zum klonalen Komplex 17 (CC17) gezéhlt werden (57, 58).

CC17/Al ist eine weltweit verbreitete Krankenhaus-adaptierte Linie. Sie besitzt ein groReres
Genom als andere Enterokokken-Stdmme. Dieses Genom enthalt mobile Elemente und
Pathogenitatsinseln, welche z. B. Virulenzfaktoren, Antibiotikaresistenzen, Membranproteine
oder regulatorische Gene codieren. AuRerdem findet man bei Enterokokken des CC17/Al eine

héhere Frequenz an spontanen Mutationen, sodass hdufig neue Klone entstehen, welche
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teilweise alte ersetzen. Die Selektion dieser Hospitalstimme von E. faecium geschieht durch
den Einsatz von Antibiotika und durch den allgemeinen Selektionsdruck im Krankenhaus.
Diese nosokomialen Stdmme besitzen einen Selektionsvorteil gegeniiber anderen
Enterokokken, was auch als ,genetischer Kapitalismus“ bezeichnet wird. Ilhre
Umweltbestandigkeit, ihre intrinsischen und extrinsischen Antibiotikaresistenzen, ihre
Virulenzfaktoren und die Eigenschaft, schnell neue Gene zu erwerben, erschweren die Therapie
und die Infektionskontrolle (25, 31, 59).

Der Selektionsdruck durch Antibiotika entsteht vermutlich nicht durch eine direkte Anwendung
von Vancomycin, sondern durch eine Unterdriickung der anaeroben Darmflora mittels anderer
Antibiotika. Metronidazol, Breitspektrum-Cephalosporine, Penicilline und weitere wirken
nicht gegen Enterokokken, verédndern aber das Darmmikrobiom, was die Vermehrung von
Enterokokken beglnstigt (6, 60). In einer Studie wurde gezeigt, dass vor einer

Blutstrominfektion immer eine Kolonisation des Gastrointestinaltraktes vorlag (61).

Weit verbreitete Stamme des CC17-Komplexes sind ST117, ST17 und ST18. Diese Stdmme
sind bei vielen Krankenhauspatienten nachweisbar. Die Stammvarianten konnen die
Glykopeptid-Resistenz in Form des vanA oder vanB-Gens haben. Es gibt allerdings auch
bestimmte Typen die vermehrt die vanA- (ST203) oder vanB- (ST192) Variante besitzen (3).
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Abbildung 4:  Selektion der CC17 Linie im Krankenhaus: in Anlehnung an Leavis et al. (56)
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1.6 Infektionspravention und Surveillance von VRE

Surveillance von Erregern bedeutet die Erfassung, Analyse und Interpretation von Infektions-
und Erregerhdufigkeiten. Sie beinhaltet auch die Weitergaben der ermittelten Daten an dafur
verantwortliche Personen, um Abl&ufe entsprechend anzupassen. Das Ziel ist die Reduktion der
Erreger- und Infektionsh&ufigkeiten. Da es sich bei VRE um Erreger mit speziellen Resistenzen
und Multiresistenzen handelt, missen diese Giberwacht werden. Dies geschieht gemal? § 23 Abs.
4 Infektionsschutzgesetz (1fSG) und den Ausfiihrungen des Robert-Koch-Instituts (RKI). Dabei
wird eine Auflistung der Anzahl von betroffenen Patienten pro Bereich und Monat in
Krankenhdusern mit hamatologisch-onkologischer Abteilung gefordert. Um die erfassten
Daten zu analysieren sind jedoch immer Referenzdaten nétig (62). Als Referenzdaten eignen
sich in Deutschland die Daten der Antibiotika-Resistenz-Surveillance (ARS) oder des
Krankenhaus-Infektions-Surveillance-Systems (KISS), welche eine Bewetung der eigenen
epidemiolgischen Lage zulassen (63). So wurden auch am ARS am RKI steigende Zahlen der
VREfm-Isolate von 11,2 % (2014) auf 26,1 % (2017) beobachtet (64).
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1.7 Surveillance mit Multi-Locus-Sequenz-Typisierung (MLST)

Fir eine klassische Surveillance werden folgende Parameter genutzt, um eine epidemiologische
Situation zu beschreiben: Zeit, Ort, Person, Erregerspezies und Subtyp. Der Goldstandart fiir
die Ermittlung des Subtyps war lange Zeit die Pulsfeldgelelektrophorese (PFGE). Dabei wird
die genomische DNA durch Restriktionsenzyme geschnitten, anschlieBend werden die
unterschiedlich grolRen chromosomalen Fragmente durch Elektrophorese aufgetrennt und das
entstehende Bandenmuster analysiert (65). Allerdings wurde die Reproduzierbarkeit dieser
Bandenmuster bei Enterokokken diskutiert. Auch die Standardisierung tber mehrere Labore
hinweg wurde beméngelt. PFGE ist sehr gut fir die Analyse von Ausbriichen in einer
bestimmten Zeit und einem bestimmten Ort, aber nicht fir epidemiologische Langzeitanalysen,
weil es durch Mutationen zum Verlust oder der zusatzlichen Entstehung von weiteren
Restriktionsstellen kommen kann. Fur einen groRen Datenaustausch, sowie die Beobachtung
der globalen Epidemiologie von E. faecium hat sich die Multi-Locus-Sequenz-Typisierung
(MLST) als besser geeignet erwiesen (31). Diese epidemiologische Untersuchungsmethode
wurde auch in der vorliegenden Arbeit genutzt. Dabei werden 7 verschiedene Gensegmente der
bakteriellen DNA untersucht. Diese sind so genannte Housekeeping-Gene, welche am zentralen
Stoffwechsel beteiligt sind und nur geringe Sequenzvariabilitdten aufweisen. Sie werden
jeweils mittels PCR vervielféltigt und anschlieBend ihre Nukleinsauresequenzen durch DNA-
Sequenzierung ermittelt. Eine Sequenz wird mit den bereits in einer Kkuratierten
Onlinedatenbank (www.pubmist.org) bekannten Allelen zu diesem Gensegment abgeglichen
und jeweils einer Kennzahl zugeordnet. Aus der Untersuchung dieser sieben Gensegmente
ergibt sich ein siebenstelliger Zahlencode (Allelprofil). Mit einem erneuten Abgleich des
Zahlencodes in der Onlinedatenbank wird ein Sequenztyp (ST) ermittelt. Haben zwei Patienten
einen unterschiedlichen ST, kann eine Ubertragung von Patient zu Patient eher ausgeschlossen
werden. Haben sie denselben ST ist dies jedoch kein Beweis fiir eine Ubertragung, kann aber
darauf hindeuten (18, 66). Zwar ist die MLSTypisierung nicht ausreichend diskriminativ flr
Ausbruchssituationen, sie ist jedoch fur Populations-genetische Analysen geeignet. Sie liefert
als sequenzbasiertes Verfahren schnell eindeutige Ergebnisse, die mit einer groRen

Vergleichsdatenbank sicher zugeordnet werden kénnen (65).
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1.8 Zielsetzung der Arbeit

Am Uniklinikum Regensburg (UKR) wurden seit dem Jahr 2004 vermehrt VRE-Isolate
nachgewiesen. Um die VRE-Ausbreitung einzuddmmen ist ein Wissen Uber die genaue

molekularepidemiologische Dynamik nétig.

Das Ziel dieser Arbeit ist die molekularepidemiologische Analyse von VREfm-Isolaten in der
ersten Halfte des Jahres 2012 (01.01.2012 — 30.06.2012) im Raum Regensburg mit
Schwerpunkt UKR. Sie ist ein Teil einer Reihe von Dissertationen, welche VREfm-Isolate seit
dem Jahr 2004 in und um Regensburg retrospektiv analysieren. Das Besondere ist, dass bei
dieser Studie alle Erstnachweise seit dem ersten Auftreten von VRE im Raum Regensburg in
der Stammsammlung eingefroren wurden. Dies macht eine Analyse der Verbreitung tiber einen
langen Zeitraum maglich. Die molekularbiologische Analyse erfolgt durch eine Bestimmung
von Virulenzfaktoren und Resistenzgenen, sowie einer erganzenden MLSTypisierung. Eine
zusatzliche Auswertung der Patientendaten: Krankenhaus, Stationsart, klinische Fachrichtung
sowie Art der VRE-Besiedlung, 1&sst Riickschliisse auf Ausbreitung und Haufigkeit von VRE
zu diesem Zeitraum am UKR im Raum Regensburg zu. Die durch diese Untersuchungen
entstandenen Kenntnisse Uber das Risikoprofil im UKR bezlglich VRE-Besiedlungen/-
Infektionen machen eine genaue Abstimmung der Préaventionsmalinahmen im Krankenhaus
maoglich, um eine weitere Ausbreitung sowie Infektionen zu verhindern. Dieses Wissen kann

auch auf groRere Krankenh&user in Bayern ubertragen werden.

Die vorliegende Arbeit ist ein Teil einer groRen Surveillancestudie am UKR von 2004 bis heute.
Durch die Auswertung der Ergebnisse erlangt das UKR Kenntnisse ber sein Risikoprofil
bestehend aus der epidemiologischen Situation sowie des eigenen Risikokollektivs. Dieses
Wissen tragt zu einer besseren Anpassung der MaBnahmen zur Pravention von VRE und somit

auch zu einer moglichen Verhinderung von Infektionen bei.

27



Material und Methoden

2 Material und Methoden

2.1 Material

Nachfolgend werden die in den Laboranalysen 2018/2019 verwendeten Chemikalien, Puffer
und Losungen, Oligonukleotide, Verbrauchsmaterialien, Geféle, Gerdte und Software
aufgefuhrt (Tabelle 2 - 7).

2.1.1 Chemikalien (alphabetische Reihenfolge)

Tabelle 2: Chemikalien (alphabetische Reihenfolge)

Chemikalien (alphabetische Reihenfolge) Hersteller

AmpliTaq Gold DNA Polymerase with Life Technologies, Austin, USA

Buffer Il & MgCl>

BBL-Enterococcosel-Bouillon Becton, Dickinson and Company, Sparks,
USA

Borsédure Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland

Bromphenolblau Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland

Columbia-Agarbase 10455 Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland

dNTP Set (100 mM) Life Technologies, Austin, USA

Ethidiumbromid Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe,
Deutschland

Glycerol AppliChem GmbH, Darmstadt, Deutschland

Na;EDTA Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe,
Deutschland

Primer (50 uM) Metabion International AG, Planegg,
Deutschland

Schafblut, defibriniert Acila Dr. Weidner GmbH, Weiterstadt,
Deutschland

Tris Sigma-Aldrich, Steinheim, Deutschland

Universalagarose Bio&SELL GmbH, Feucht, Deutschland
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2.1.2 Puffer und Loésungen (alphabetische Reihenfolge)

Tabelle 3: Puffer und Lésungen (alphabetische Reihenfolge)

Puffer und Losungen (alphabetische Zusammensetzung

Reihenfolge)

Columbia-Frischblut-Agar 40 g Columbia-Agarbase

11H20

8 % Schafblut
O’GeneRuler 100 bp DNA Ladder Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA
O’GeneRuler 1 kb Plus DNA Ladder Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA
10x Loading Dye 250 mg Bromphenolblau

33 ml 150 mM Tris

60 ml Glycerol

7 ml H20
1x Puffer Buffer 1l des AmpliTag Gold DNA

Polymerase-Kits (10x Puffer)
1:10 mit H20 verdlinnt
1x TBE-Puffer 10,8 g Tris
5,5 g Borsaure
4 ml (0,5 M) Na,EDTA
ad 11 H.O
VRE-Bouillon 43 g BBL-Enterococcosel-Bouillon
8 ug/ml Vancomycin
1000 ml H20
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2.1.3 Oligonukleotide

Tabelle 4: Oligonukleotide

Material und Methoden

rev

TGATGT TGATAG CCAGACG

Primer Nukleotidsequenz 5> — 3’ Sequenzlange | Quelle
in bp
vanA | fwd | GGAGTAGCT ATCCCAGCATT 377 Klare et al.
rev | TCT GCA ATA GAG ATA GCC GC (67)
vanB | fwd | GAT GCG GAA GAT ACC GTG GCT 298
rev | CAT CGC CGT CCC CGA ATT TCA AA
acm fwd | GGC CAG AAACGT AACCGATA 120 Nallapareddy
rev | AACCAGAAGCTGGCTTTGTC etal. (54)
esp fwd | AGATTTCATCTTTGATTCTTIGG 510 Vankerck-
rev | AAT TGA TTC TTT AGC ATC TGG ?gg)e netal
espA | fwd | CGACCG ATT TAG CAGTAAC s. Tabelle 9 Leavis et al.
rev | CAGCTG CGC TAACATCTAC (47)
hyl fwd | ACA GAA GAG CTG CAG GAA ATG 276 bp Vankerck-
rev | GAC TGA CGT CCA AGT TTC CAA ?gg’f netal
atpA | fwd | TTC AAATGG CTC ATA CGG 556 In Anlehnung
rev | AGT TCA CGA TAA GCA ACA GC ?gg;oman etal
dal fwd | GAG ACATTG AAT ATG CCTTATG 456-465
rev | AAA AAG AAATCG CAC CG
gdh fwd | GGC GCA CTA AAA GAT ATG GT 530
rev | CCAAGATTG GGC AACTTC GTC CCA
purK | fwd | CAG ATTGGC ACATTG AAAG 492
rev TTC ATT CAC ATATAG CCC G
gyd fwd | CAAACT GCT TAGCTC CAATGGC 395-398
rev CATTTCGTT GTC ATA CCA AGC
pstS fwd | TTG AGC CAAGTC GAAGCT GGA G 583
rev | CGT GAT CACGTTCTACTTCC
adk fwd | GAACCT CATTTT AAT GGG G 437
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2.1.4 Verbrauchsmaterialien

Tabelle 5: Verbrauchsmaterialien

Vebrauchsmaterialien

MIRCROFLEX NeoTouch

Einmal-Impfésen

Pipettenspitzen
CLEARLine Filtertips (0,1-10 pl, 2-
20 pl, 2-200pl, 100-1000pl)
BioClean Universal Tips (10 ul)
Combitips advanced (1 ml - 10 ml)

Cups
Protein LoBind Tube (1,5 ml, 2,0 ml)
PCR SingleCaps SoftStrips,
farblos (0,2 ml)

Falcon Tubes (50 ml)

Microbank

8er

NucleoFast 96 PCR Plates

QlAamp DNA Mini Kit
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Hersteller
Ansell Healthcare Europe, Brissel, BEL
VWR International, Radnor, USA

Biosigma, Venice, Italien

RAININ Instrument LLC, Oakland, USA
Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland

Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland
Biozym Scientific GmbH, Oldendorf,
Deutschland

Corning Science, Mexiko
Pro-Lab  Diagnostics, Richmond Hill,
Kanada

MACHEREY-NAGEL GmbH & Co. KG,
Diren, Deutschland
QIAGEN  GmbH

Deutschland

Germany,  Hilden,



2.1.5 Gerate

Tabelle 6: Geréte

Gerat

Pipetten

Pipetman (10 pl, 20 pl, 200 ul, 1000

1))
Multipette Plus
HandyStep

Repetman

Research Pro (0,5-10 pl)
Eppendorf 200 (8-Kanal)
Transferpette-12 (20—200 pl)

Pipet-Lite LTS (2-20 pul)
MS 1 Minishaker
MS 3 basic
Zentrifugen
SU1550
Tischzentrifuge
Centrifuge 5415R
Centrifuge 5804
Thermomixer comfort 1,5 ml
PTC-200 Peltier Thermal Cycler
PowerPac 300

Agarose-Gelelektrophoresekammern

Alphalmager HP

Digital Graphic Printer
Microflex LT MALDI-TOF
Phoenix 100
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Hersteller

Gilson, Middleton, USA

Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland
BRAND GmbH & Co. KG, Wertheim,
Deutschland

Gilson, Middleton, USA

Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland
Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland
BRAND GmbH & Co. KG, Wertheim,
Deutschland

RAININ, Oakland, USA

IKA Works, Inc., Wilmington, USA

IKA Works, Inc., Wilmington, USA

SUNLAB, Aschaffenburg, Deutschland
POLY-LABO, Strallburg, Frankreich
Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland
Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland
Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland

MJ Research Inc., St. Bruno, Kanada
Bio-Rad Laboratories, Inc., Hercules, USA
PegLab Biotechnologie, Erlangen,
Deutschland

ProteinSimple, San Jose, USA

Sony, Tokio, Japan

Bruker Daltonik GmbH, Billerica, USA

BD (Becton, Dickinson and Company),
Franklin Lakes, USA



Mikrowelle Moulinex Compact Y50

Waage 444-45

Brutschrank

Kihlschrank MediLine (-4 °C)
Gefrierschrank MediLine (—20 °C)
Gefrierschrank Comfort (20 °C)
Gefrierschrank Hera Freeze (—80 °C)

2.1.6 Gefalde

Tabelle 7: GefaRe

Gefal3
Erlenmeyerkolben (300 ml)
Messzylinder (100 ml, 250 ml)

Laborflasche mit Schraubverschluss (100 ml,
500 ml, 1000 ml)

Laborglasflasche pressure plus
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Krups GmbH, Frankfurt am Main,
Deutschland

KERN & Sohn GmbH, Balingen-Frommern,
Deutschland
Heraeus GmbH, Hanau,
Deutschland

Liebherr, Biberach an der Ri3, Deutschland
Liebherr, Biberach an der Rif3, Deutschland
Liebherr, Biberach an der Ri3, Deutschland

Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA

Holding

Hersteller

VWR International, Radnor, USA
Hirschmann Laborgerate GmbH & Co. KG,
Eberstadt, Deutschland

VWR International, Radnor, USA

Schott

Duran GmbH, Wertheim/Main,

Deutschland



Material und Methoden

2.1.7 Software

Tabelle 8: Software

Software Hersteller
Alphalmager HP (3.4.0) ProteinSimple, San Jose, USA
Chromas (2.6.6) Technelysium Pty Ltd, Brisbane, Australien
SegMan DNASTAR Inc., Madison, Wisconsin, USA
Excel 2010 Microsoft, Redmond, USA

2.1.8 Labor

Microsynth SEQLADB, Gottingen, Deutschland

2.1.9 Benutzte Internetportale

www.pubmist.org (Stand: 08.01.2020)
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2.2 VRE-Diagnostik im Jahr 2012 aus klinischen Proben

Im Jahr 2012 gab es zwei mogliche Wege, welche zu einem positiven VRE-Nachweis fuhren
konnten: Eine Mdglichkeit war der VRE-Nachweis durch direktes Screening auf VRE.
Die zweite Mdglichkeit war ein klinischer Befund bei einem Patienten mit einem VRE, bei
welchem die Keimidentifizierung Enterokokken und das Antibiogramm eine Vancomycin-
Resistenz diagnostizierte. Die untersuchten Proben stammten entweder von Patienten des
UKRs oder von externen Krankenhdusern aus dem Raum Regensburg. Jedes ermittelte
VRE-positive Erstisolat eines Patienten wurden in die Stammsammlung des Instituts fur
Mikrobiologie und Hygiene Regensburg (IMHR) am UKR uberfihrt und im Rahmen dieser
Arbeit im Jahr 2018/19 erneut untersucht.

2.2.1 VRE-Nachweis durch Screeningabstriche

VRE sind multiresistente Erreger mit speziellen Resistenzen, somit sind diese laut § 23, Abs. 4
IfSG zu Uberwachen. So wurden auch am UKR und in externen Krankenh&usern Screening-
MaRnahmen durchgefuhrt. Kriterien fir ein Screening am UKR waren: Kontakt zu einem
Patienten, welcher auf VRE positiv getestet wurde oder ein aktuelles Ausbruchsgeschehen.
AuBerdem konnten Stationen mit einer hohen Zahl an VRE-Féllen und/oder Risiko-Gruppen
Patienten direkt bei stationdrer Aufnahme screenen. Die Kriterien fir ein Screening in den
externen Krankenh&usern sind nicht bekannt. Es ist jedoch anzunehmen, dass diese jenen des

UKRs ahnlich waren.

Die Durchfuhrung des Screenings erfolgte standardméRig durch einen Rektal-/ Perianalabstrich
mit einem sterilen Tupfer. Dieser wurde im Labor in einer VRE-Boullion eingerihrt und
24 Stunden bei 35 °C bebriitet. Die VRE-Bouillon enthalt Askulin und 8 pg/ml Vancomycin.
Askulin wird von Enterokokken in Askuletin und Dextrose hydrolysiert. Askuletin reagiert mit
dem auch in der Boullion enthaltenen Ammoniumeisen(lll)-Citrat, zu dunkelbraunen oder
schwarzen Komplexen. Das Vancomycin sorgt dafiir, dass nur Vancomycin-resistente
Bakterien wachsen konnen. Somit férbt sich die Bouillon nur schwarz, wenn VRE-Isolate in

einer Probe enthalten sind.
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Bei einer dunkel gefarbten Bouillon wurde anschlieRen eine PCR-Diagnostik durchgefihrt.
Dabei wurden die Proben auf das Vorhandensein einer Enterokokken-Spezies und die
Resistenzgene vanA und vanB untersucht. Zeigten diese PCR-Analysen ebenfalls positive

Ergebnisse, wurde ein VRE-positiver Endbefund erstellt.

Féarbte sich die Boullion nicht dunkel, wurde diese erneut Gber Nacht inkubiert. War diese am

nachsten Tag immer noch hell, wurde ein VRE-negativer Endbefund erstelit.

Ergab sich ein VRE-positiver Endbefund, welcher der erste Nachweis eines Patienten war,
wurde die jeweilige Probe der Stammsammlung zugefthrt und bei -80 °C in einer Microbank
eingelagert. Der Ablauf des Verfahrens ist in Abbildung 5 schematisch dargestellt.

VRE-Nachweis durch Screeningabstriche

Kriterien flr Screening:

— Kontakt mit VRE-positiven Patienten

— Ausbruchgeschehen

— Praventives Screening auf Stationen
mit groRem VRE-Risiko bei Aufnahme

{
Rektal-/Perianalabstrich
}

VRE-Boullion

+
24hbei35°C ———— | Kkeine Schwarzfarbung

+
l 24 h bei 35 °C
¢ Negativer
Schwarzfarbung keine Schwarzfarbung | —— Endbefund

4
PCR ]
— Resistenzgene negativ
— Spezies

l positiv
Positiver Endbefund,
bei Erstisolat: Stammsammlung

Abbildung 5:  Schema zum Ablauf des VRE-Nachweises durch Screening am UKR im Jahr 2012
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2.2.2 VRE-Nachweis bei klinischen Infektionen

\on einer Probe eines Patienten mit einer Infektion wurde eine Bakterienkultur angelegt. Wenn
sich Enterokokken zeigten, wurden ein Antibiogramm mit Testung auf Antibiotikaresistenzen
durchgefuhrt. Bei vorhandener VVancomycin-Resistenz wurde wie beim Screening eine PCR-
Diagnostik zur Resistenzgen-Bestimmung durchgefuhrt. War diese PCR positiv wurde eine
VRE-positiver Endbefund erstellt.

Zeigte das Antibiogramm keine VVancomycin-Resistenz auf oder die PCR war negativ, wurde
die Probe als VRE-negativer Endbefund gewertet.

Ergab sich ein VRE-positiver Endbefund, welcher der erste Nachweis eines Patienten war,
wurde die jeweilige Probe der Stammsammlung zugefthrt und bei -80 °C in einer Microbank

eingelagert. Abbildung 6 stellt auch diese Nachweismethode schematisch dar.

VRE-Nachweis bei klinischer Infektion

Patient mit Infektion:
Klinische Probe — Bakterienkultur

l

Biochemische
Keimidentifizierung

l Enterokokken

,  Negativer
Vancomycin sensibel Endbefund

Antibiogramm

l Vancomycin resistent

PCR
— Resistenzgene
— Spezies

negativ
l positiv

Positiver Endbefund,
bei Erstisolat: Stammsammlung

Abbildung 6:  Schema zum Ablauf des VRE-Nachweises bei einer klinischen Infektion am UKR
im Jahr 2012
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2.3 Laboranalyse im Jahr 2018/2019 =zur Untersuchung von

VRE-E.-faecium-Isolaten

Das Ziel dieser Dissertation ist das Erfassen der Ausbreitung von Vancomycin-resistenten
Enterokokken-Stdmmen im Raum Regensburg im Jahre 2012. Dies wurde gemeinschaftlich mit
einer weiteren Doktorandin, Michelle Reimann, durchgefihrt. Im Jahr 2018/2019 wurden die
Proben der Stammsammlung aus dem Jahr 2012 erneut mikrobiologisch untersucht. Die
genauere Untersuchung konzentrierte sich nur auf die VVancomycin-resistenten E. faecium-
Isolate (VREfm). Es wurden die vanA- und vanB-Vancomycin-Resistenzgene, sowie ein
VVorkommen der Virulenzfaktoren esp, espA, acm und hyl untersucht. AulRerdem wurde eine
MLST-Bestimmung durchgefhrt.

2.3.1 Kulturverfahren

Fur die genaue mikrobiologische Untersuchung wurden Einzelkolonien von den in der

Stammsammlung eingefrorenen VRE-Proben des Jahres 2012 bendtigt.

Die Isolate wurden aus der Microbank aufgetaut und auf Columbia-Frischblut-Agar
ausgestrichen, sowie in eine VRE-Bouillon gegeben. Beides wurde iber Nacht im Brutschrank
bei 35 °C inkubiert. Die Boullion galt, wie in der Diagnostik im Jahr 2012, durch ihre
Dunkelfarbung als erster Hinweis, ob es sich bei der eingefrorenen Probe tatsdchlich um eine
Vancomycin-resistente Probe handelte. Wenn auf der Blutplatte selbst kein Wachstum zu sehen

war, die Boullion jedoch positiv war, wurde diese zur Uberpriifung ausgestrichen.

Bei erfolgreichem Wachstum von Enterokokken auf der Blutplatte wurde am nachsten Tag eine
Einzelkolonie von jeder Blutplatte isoliert und in ein 0,2 ml Cup, welches 50 ul 1x Puffer
enthielt, eingeriihrt. AuRerdem wurde die Einzelkolonie auf einer neuen Blutplatte mit einer
Einmal-Impfose ausgestrichen. Die Blutplatten der Einzelkolonien wurden bei 35 °C Uber
Nacht im Brutschrank inkubiert. Die Einzelkolonien in der Pufferlésung wurden mittels PCR
(Programm 1, s. Tabelle 9) erhitzt, sodass die DNA der Bakterien freigesetzt wurde und fur die

weiteren Analysen genutzt werden konnte.
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Tabelle 9: Programm 1 zum freisetzen der Bakterien-DNA: Darstellung des Verlaufes von Zeit und
Temperatur

Programm 1 Temperatur Zeit
1 96 °C 15 min
2 4°C forever

Zunéchst wurde mittels einer Multiplex-PCR (s. Abschnitt 2.3.4.1) die Probe auf eine
vorhandene Antibiotika-Resistenz des vanA- bzw. vanB-Gens gepruft. War diese positiv und
die MALDI-TOF-Untersuchung (s. Abschnitt 2.3.2) ergab die Bakterienspezies E. faecium,
wurde die DNA der Einzelprobe isoliert. Die Einzelkolonie selbst wurde in eine Microbank
eingerlhrt und nach Absaugen der Flussigkeit bei -80 °C eingefroren.

2.3.2 MALDI-TOF-Untersuchung

Zur ldentifizierung der genauen Enterokokken Spezies wurde die Matrix-assisted laser
desorption/ionization time-of-flight-Massenspektrometrie (MALDI-TOF) nach Hersteller-
angaben genutzt. Dabei kommt es zu einer Unterscheidung zwischen den Spezies aufgrund der
unterschiedlichen Zusammensetzung der ribosomalen Proteine. Die Bakterien wurden mit einer
Matrix vermischt und damit zerstort, sodass ihre Einzelteile freigesetzt wurden. Danach
wurden diese mit dem Laserstrahl verstdubt und ionisiert (Matrix-assisted laser
desorption/ionization), in einem elektrostatischen Feld beschleunigt und ihre
Fluggeschwindigkeit mit einem lonendetekor aufgezeichnet (time-of-flight). Je nach Masse
war die Geschwindigkeit der einzelnen Teile unterschiedlich. Daraus ergab sich dann ein
erregerspezifisches Spektrum, welches mit einer hinterlegten Datenbank abgeglichen wurde
(18). War das Ergebnis der Untersuchung E. faecium, wurde die zugehoérige Probe genauer

untersucht.

2.3.3 DNA-Isolierung

Fir die anschlieenden PCR-Untersuchungen wurde die DNA der Einzelkolonien isoliert. Dies
wurde mit dem QIlAamp DNA Mini-Kit nach Herstellerangaben durchgefiihrt. Die DNA jeder
Probe wurde in ein 1,5 ml Cup gegeben und im Kuhlschrank bei 4,5 °C aufbewahrt.
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2.3.4 Genetische Untersuchung mittels PCR-Analysen

Fir jede Probe wurden jeweils 11 verschiedene PCR-Analysen zur genaueren genetischen
Untersuchung durchgefiihrt. Dabei untersuchte man die Proben auf das Vorhandensein der
Glykopeptid-Resistenzgene vanA/B, sowie die Viruenzfaktoren esp, espA, hyl und acm.
AuRerdem wurden die 7 Genloci fir die MLST-Bestimmung mittels PCR amplifiziert. Die
dazugehdrigen Primer sind in Abschnitt 2.1.3 aufgefiihrt.

2.3.4.1 Nachweis der Glykopeptid-Resistenzgene vanA und vanB

Nach dem Isolieren einer Einzelkolonie wurden die Proben auf eine vorhandene Glykopeptid-
Resistenz getestet, um sicher zu gehen, dass es sich bei den 2012 eingefrorenen Proben wirklich
um VRE handelte. Dies geschah mit einer Multiplex-PCR mit den Primern von Klare et al.
(67), in welcher beide van-Gene in einem Ansatz getestet werden konnten. Wenn diese auf
vanA und/oder vanB positiv war und es sich um Enterokokken der Spezies E. faecium handelte,
wurde die DNA isoliert.

2.3.4.2 Nachweis der Virulenzfaktoren

Zum Nachweis der Virulenzfaktoren esp, espA, hyl und acm wurden ebenfalls die jeweiligen
Gensegmente amplifiziert. Bei esp und hyl wurden die Primer nach Vankerckhoven et al. (68)
verwendet. Um die Haufigkeit der Wiederholungen der Untereinheit A des esp-Gens zu
ermitteln (repeats), wurde der Primer von Leavis et al. (47) benutzt. Fir acm kam der Primer

von Nallapareddy et al. (54) zum Einsatz.

2.3.4.3 MLST-Bestimmung

Zur MLST- Bestimmung wurden insgesamt 7 PCR-Analysen zur Bestimmung der
7 verschiedenen Allele der Housekeeping-Gene durchgefihrt. In Anlehnung an Homan et al.
(66) wurden folgende Primer flr die DNA-Fragmente eingesetzt: atpA (ATP synthase, alpha
subunit), ddl (D-alanine:D-alanine ligase), gyd (glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase),
gdh (glucose-6-phosphate dehydrogenase), purK (phosphoribosylaminoimidazol carboxylase
ATPase subunit), pstS (phosphate ATP-binding casette transporter) und adk (adenylate kinase).
Dabei wurden die amplifizierten Sequenzlangen etwas gréRer gewahlt, da Anfang und Ende
einer Sequenz oft schlecht lesbar sind. Dies fiihrt zu genaueren Ergebnissen. Die PCR-Produkte
wurden aufgereinigt und anschlielend sequenziert. Mit den Sequenzen der 7 Allele wurde dann
der MLST-Sequenztyp bestimmt (s. 2.3.7 Auswertung der Sequenzen).
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2.3.4.4 Durchfuhrung der PCR

Fir die vanA/B- und Virulenzfaktoren-PCR wurde ein Ansatz aus 14 pl Mastermix und 1 pl
DNA hergestellt (Tabelle 10). Die Primer wurden mit sterilem H2O zu einer 10 pM-L6sung
verdinnt. Die AmpliTaq Gold DNA-Polymerase wurde mit dem Buffer Il und MgCl., genauso
wie das dNTP Set, nach Herstellerangaben verwendet. In der Virulenzfaktoren-PCR wurden
nur zwei anstatt vier Primern benotigt. Das Volumen der zwei anderen Primer wurde durch
dieselbe Menge an Wasser ersetzt.

Fur die PCR der MLST-Bestimmung wurden ein Gesamtvolumen von insgesamt 25 ul, das
heilit 24 pl Mastermix und 1 pl DNA pro PCR bendtigt. Dazu wurde dieselbe
Zusammensetzung, wie oben beschrieben, fir den PCR-Ansatz genutzt. Jedoch wurden die

einzelnen Volumina von 14 pl auf 24 pl hochgerechnet.

Tabelle 10: Ansatz fur eine PCR mit 15 pl

Bestandteile Volumen in pl
DNA 1
dNTPs (10 mM) 0,3
Primer 1 forward (10 mM) 0,3
Primer 1 reverse (10 mM) 0,3
Primer 2 forward (10 mM) 0,3
Primer 2 reverse (10 mM) 0,3
MgCl. 1,2
10 x Puffer 1,5
Goldtag 0,12
H20 9,7
Gesamtvolumen 15

Der Mastermix wurde anschlieBend zentrifugiert, mittels Vortexmischer geschuttelt und
zentrifugiert. Nun wurden auf 0,2 ml Cups jeweils 14 pl bzw. 24 ul Mastermix und jeweils
1 pl DNA verteilt. Fur eine Negativkontrolle, welche mdgliche Verunreinigungen wéhrend des
Arbeitens aufdecken sollte, wurde bei einem Cup pro PCR-Ansatz anstatt DNA dasselbe
Volumen an H>O zugegeben. Fir eine Positivkontrolle bei vanA und vanB wurde in ein Cup
DNA bereits bekannter vanA- und vanB-positiver Proben gegeben. Alle 0,2 ml Cups wurden

danach zentrifugiert.
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Die PCR wurde mit dem Programm 2 (Tabelle 11) fur vanA/B, MLST, esp, acm, hyl und mit
dem Programm 3 (Tabelle 12) fiir espA durchgefiihrt. Die Proben wurden zuerst erhitzt, damit
die so genannte Denaturierung, die Trennung der beiden DNA-Strange erfolgen konnte.
AnschlieBend folgte die Hybridisierung, bei welcher die Primer an die zugehdrigen Sequenzen
binden. Der letzte Schritt ist die Elongation bei 72 °C. Bei dieser Temperatur arbeitet die
Polymerase optimal und baut vom 3°-Ende der Primer den gewiinschten DNA-Molekiilstrang
auf. Dieser Prozess wurde 36-mal bzw. 35-mal wiederholt. War die PCR beendet wurden die
Proben bis zur Entnahme auf 4 °C gehalten.

Tabelle 11: Programm 2 fiir die PCR der Gene: vanA/B, esp, acm, hyl und MLST; Darstellung des Verlaufes
von Zeit und Temperatur

Programm 2 Temperatur in °C Zeit
Stufe 1 (1x) 95 5 min
Stufe 2(36x) 9 30s
55 30s
72 30s
Stufe 3(1x) 72 5 min
Stufe 4 4 0

Tabelle 12: Programm 3 fur die PCR der Sequenz fur espA; Darstellung des Verlaufes von Zeit und
Temperatur

Programm 3 Temperatur in °C Zeit
Stufe 1 (1x) 95 9 min
Stufe 2 (35x) 94 50s
52 50s
72 60 s
Stufe 3 (1x) 72 5 min
Stufe 4 4 0
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2.3.5 Gelelektrophorese

Die in der PCR amplifizierten Gensegmente wurden mittels Gelelektrophorese nach ihrer
GroRe aufgetrennt und fotografisch dokumentiert. Bei der Gelelektrophorese wandern die
negativen DNA-Fragmente in einem Agarose-Gel von Minus nach Plus in Richtung Anode.
Die kirzesten DNA-Fragmente legen die grofiten Strecken zurtick. Bei einem Vergleich von
festgelegten Standards mit bekannter GroRe und Laufstrecke mit der Laufstrecke der Proben
konnen diese einer bestimmten GréRe zugeordnet werden. Zur fotografischen Dokumentation
wurde Ethidiumbromid genutzt. Ethidiumbromid lagert sich zwischen die Basenpaare ein und
verédndert dabei sein Absorptionsspektrum. Bei Anregung mit einer UV-Lampe tritt
Fluoreszenz auf. Dies bewirkt, dass die Nukleinsduresequenzen im Alphalmanager HP
proportional zu ihrer Menge stark leuchten und das mit Ethidiumbromid versetzte Gel dunkel
bleibt (69).

Zur Herstellung der Gele wurde ein 1x Tris-Borat-EDTA-(TBE)-Puffer bendtigt. Dafir wurden
10,8 g Tris, 5,5 g Borsaure und 4 ml Na.EDTA (0,5 M) mit H20 auf ein Gesamtvolumen von
1 | aufgefullt.

Fur die Gelelektrophorese wurden Agarose-Gele hergestellt. Fir ein 1%iges, 1,5%iges oder
2%iges Gel wurden 60 ml 1x TBE mit 6 g, 9 g oder 12 g Universal Agarose in einer Mikrowelle
unter Erwdrmung vermischt. Die geforderte Agarosekonzentration des Gels fur den zu
analysierenden PCR-Ansatz ist der Tabelle 13 zu entnehmen. Anschlielend wurde dem Gel
2 ml des Farbstoffes Ethidiumbromid zugefugt. Die flissige Agarose wurde in die
Elektrophoresekammer, welche die Form des Gels und den Ort der Taschen vorgab, gegossen.

Nach Erkalten des Gels wurden die Kammern mit 1x TBE aufgefllt.

In die PCR Cups wurden jeweils 2 ul Loading Dye hinzugefugt. Dieser bewirkt ein
gleichmaRiges Absinken der Probe auf den Grund des Gels in der Tasche und macht die Proben
beim Auftragen und wahrend sie durch das Gel wandern sichtbar. Danach wurden jeweils
13 pl pro Probe aus dem PCR Cup in die jeweilige Tasche gegeben. Fir die MLST-Proben
wurde nur 1 pl Loading Dye mit je 5 pl der Probe vermischt und dann in die Tasche gegeben.
Der Loading Dye wurde aus 250 mg Bromphenolblau, 33 ml Tris (150 mM), 60 ml Glycerol
und 7 ml H2O hergestellt.
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Bei jeder Gelelektrophorese wurde in eine Tasche die Negativkontrolle der PCR pipettiert, um
diese auf Verunreinigungen zu kontrollieren. Bei vanA/B wurde aulierdem die Positivkontrolle
aufgetragen. Bei esp, espA, hyl und fur alle MLST-PCR wurde zur genauen Identifizierung der
Banden der Standard O’GeneRuler 1 kb Plus DNA Ladder, bei acm der Standard O’GeneRuler
100 bp DNA Ladder pipettiert.

Tabelle 13: Ubersicht tiber die Konzentration der Gele, GréRe des Standards und des DNA-Fragments fiir
die jeweilige PCR

PCR Gel Standard GroRe

vanA+B 1,5% 1 kb Plus A: 377
B: 298

acm 2,0 % 100 bp 120

esp 1,0 % 1 kb Plus 510

espA 1,0 % 1 kb Plus (s. Tabelle 14)

hyl 1,0% 1 kb Plus 276

atpA 1,5% 100 bp 556

ddl 1,5% 100 bp 456-465

gdh 1,5 % 100 bp 530

purK 1,5% 100 bp 492

gyd 1,5 % 100 bp 395-398

pstS 1,5 % 100 bp 583

adK 1,5% 100 bp 437

Die Gelelektrophorese erfolgte mit 100 V und 400 mA 40 Minuten lang von Minus nach Plus
mit dem Spannungsgerat PowerPac 300. Nach Verstreichen der Zeit wurden die Gele von der
Spannung genommen und der TBE-Puffer abgegossen. Im Alphalmager HP wurden durch UV-
Licht die DNA-Banden sichtbar gemacht und fotografisch festgehalten. Die PCR wurde als
positiv gewertet, wenn die Negativkontrolle (NK) kein PCR-Produkt aufwies und die
Positivkontrolle (PK) positiv war. Ein negatives Ergebnis wurde erst nach einem wiederholt-
negativem Ergebnis als negativ gewertet. Bei den Genen vanA/B, esp, espA, hyl und acm konnte
man aus der Gelelektrophorese das endgultige Ergebnis ablesen. Fiir die sieben Allele der
MLST war die Gelelektrophorese nur eine Kontrolle tiber den korrekten Ablauf der PCR. Diese
wurden anschlielend mittels MLST-Bestimmung (s. 2.3.6 Aufreinigung und Sequenzieren der

Amplifikate fiir die MLSTypisierung) analysiert.
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Die Amplifikate von vanA waren bei einer Sequenzlange von 377 bp und von vanB bei 298 bp
zu finden (Abbildung 7) (67). Wurden PCR-Produkte fir vanA und vanB bei einem Isolat
nachgewiesen, wurde immer das Amplifikat mit der héheren Konzentration als Ergebnis der
Multiplex-PCR gewertet. Die jeweiligen Isolate, wurden jedoch erneut mittels einer getrennten

PCR-Analyse auf nur ein Glykopeptid-Resistenzgen (vanA oder vanB) untersucht.

vanB vanA
positiv posistiv

Abbildung 7:  Beispiel eines Gels der vanA/B-PCR: mit Posistivkontrolle (PK) und Negativkontrolle (NK)
sowie positiven Ergebnissen fur vanA oder vanB

Zum Nachweis der Virulenzfaktoren esp, espA, hyl und acm wurden ebenfalls die jeweiligen
Gensegmente amplifiziert. Die Amplifikate von esp konnten bei einer Sequenzlédnge von
510 bp nachgewiesen werden (Abbildung 8) (68).

positiv

Abbildung 8:  Beispiel Gel einer esp-PCR: mit dem Standard 1 kb Plus, einer Negativkontrolle (NK) und
esp-positiven sowie -negativen Ergebnissen (Zahlenangabe des Standards in Basenpaaren)
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Um die Wiederholungen der Untereinheit A innerhalb der Repeat-Region des esp-Gens zu
ermitteln wurde der Primer vom Leavis et al. (47) benutzt. Durch die Varianz der
Wiederholungen der 252 bp groflen Untereinheit A ergaben sich unterschiedlich grofRe
Amplifikate (Tabelle 14) je Probe. Die Amplifikate waren umso groRer je 6fter die Untereinheit

A in der DNA der Probe vorhanden war.

Tabelle 14: Wiederholungen der Untereinheit A innerhalb der Repeat-Region des esp-Gens: espA:
Darstellung der GrofRRe in bp

espA
GrolRe in bp Wiederholungen
185 0

437
689
941
1193
1445
1697
1949
2201
2453
2705

© 0O N oo o B~ w N P

-
o
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Anhand des Standards konnten die GréRRen der Amplifikate ermittelt werden. In Abbildung 9

ist ein Beispiel, in welchem Wiederholungen von 2- bis 5-mal zu sehen sind. Eine Probe ist

negativ.

Abbildung 9:  Beispiel eines Gels der espA-PCR: mit dem Standard 1 kb Plus (Zahlenangaben des
Standards in Basenpaaren) und 1-, 2-, 4- und 5-fache Wiederholung der Untereinheit A. Sowie einer espA-
negative (neg.) Probe

Die Produkte der PCR konnten beim Virulenzfaktor hyl bei einer Sequenzlédnge von 276 bp
nachgewiesen werden (Abbildung 10) (68).

positiv negativ

Abbildung 10: Beispiel eines Gels der hyl-PCR: mit dem Standard 1 kb plus (Zahlenangaben des Standards
in Basenpaaren) und hyl-negativen, sowie hyl-positiven Ergebnissen
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Die Amplifikate des Virulenzfaktors acm wurden bei einer Sequenzldnge von 120 bp
nachgewiesen (Abbildung 11) (54).

positiv

Abbildung 11: Beispiel eines Gels der acm-PCR: mit dem Standard 100 bp (Zahlenangaben des Standards
in Basenpaaren), einer Negativkontrolle (NK) und acm-positiven Ergebnissen

Die sieben Amplifikate fir MLST wurden auch zur Kontrolle einer erfolgreichen PCR und zum
Ausschluss von Verunreinigungen in einer Gelelektrophorese aufgetragen. Die Amplifikate
von atpA waren 556 bp, ddl 456-465 bp, gdh 530, gyd 395-398 bp, pstS 583 bp, purK 492 bp
und adk 437 bp lang. Abbildung 12 zeigt ein Beispiel aus der Versuchsreihe, in welcher einige
Allele zu sehen sind. War das PCR-Ergebnis positiv und die Negativkontrolle nicht verunreinigt

wurden die Proben fiir die MLST-Analyse weiter aufbereitet.

!/soo

- — 500
- 400
- — 300

— 200

— 100

neg. atpA ddl ddl neg. gdh purK purK pstS pstS adK adK

Abbildung 12: Beispiel eines Gels der MLST-PCR: mit dem Standard 100 bp (Zahlenangaben des
Standards in Basenpaaren). Darstellung der Banden von atpA, ddl, gdh, purK, pstS und adk
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2.3.6 Aufreinigung und Sequenzieren der Amplifikate fiar die

MLSTypisierung

Fir die MLSTypisierung wurden die Amplifikate der PCR aufgereinigt, bevor sie an das Labor
zur Sequenzierung geschickt wurden. Dabei wurden alle Salze, dNTPs und Primer entfernt,

welche sich noch in der den Proben befanden.

Die Aufreinigung geschah mittels der Nucleo Fast 96 PCR-Platte, welche eine spezielle
Ultrafiltrationsmembran enthalt. Erst wurde in jedes 0,2 ml Cup nach durchgefuhrter PCR
80 ul Wasser hinzugefligt. Danach wurde der gesamte Inhalt des Cups in ein Well der Nucle
Fast 96 PCR-Platte gegeben. Unter Vakuum wurden die Salze, dNTPs und Primer
herausgefiltert und nur die sauberen DNA-Fragmente blieben zuriick. Mit der Zugabe von je
50 ul Wasser, nur bei gyd 40 ul Wasser, und leichtem Schutteln der Platte mit dem Vortexmixer
wurde die DNA wieder aus der Membran gewonnen. Die aufgereinigten
Amplifikationsprodukte wurden in neue 0,2 pl Cups gegeben und im Kuhlschrank bei 4,5 °C
aufbewahrt oder direkt der Firma Microsynth SEQLAB in Gottingen zugeschickt, welche die

DNA-Sequenzierung durchfuhrte und Sequenzfiles zurlck ibermittelte.
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2.3.7 Auswerten der Sequenzen mittels der MLSTypisierung

Die Ergebnisse der Firma Microsynth SEQLAB wurden mit Chromas (Abbildung 13)
analysiert. Diese Sequenzen wurden uber die kuratierte Onlinedatenbank www.pubmlst.org,
welche Keith Jolley der Oxford Universitat entwickelt hat (70), einem bereits bekannten Allel
fur das jeweilige Housekeeping-Gen zugeordnet. Die 7 verschiedenen Allele ergaben dann
einen ST, welcher auch durch die Onlinedatenbank ermittelt wurde (Tabelle 15). Derzeit sind
1702 verschiedene Sequenztypen bekannt. Die Sequenztypen wurden in Tabellen erfasst und
den jeweiligen Patientendaten zugeordnet.

&0 70 20 a0 100
EEEEESEEEENEEFEEEEEEEEFEEEEEEEEEENEEEESmEEEEEEEEEEDN

ATTARTGACARARCTATCCACGCTITACACAGGIGACCRARRATGACTICT

Mt

Abbildung 13: Darstellung der Ergebnisse einer Sequenz im Chromas (Probe 47: gydl)

Die Gene wurden bei der Firma Microsynth SEQLAP standardmaRig mit dem zugehdrigen
reverse Primer analysiert. Falls dabei jedoch ein ungenaues Ergebnis entstand, gab es die
Mdglichkeit, die jeweilige Probe erneut mit einem forward Primer analysieren zu lassen. Daflr

wurden die PCR-Amplifikate bis zum Ende der Laborarbeit im Kihlschrank aufbewahrt.

Far die Auswertung des pstS-Gens wurde jede Probe immer mit einem forward und einem
reverse Primer analysiert. Die beiden Sequenzen wurden dann mit Hilfe des Programms
SegMan zusammengesetzt. Diese Moglichkeit stand einem auch bei anderen komplizierten

Allelen zur Verfiigung.
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Tabelle 15: Zusammenfassung der 7 Genloci fir MLST, mit Anzahl der Mdglichkeiten pro Allele; Werte der
Datenbank www.pubmlst.org enthommen (70)

Gen Name Anzahl Sequenzlange

maoglicher  in bp

Allele
atpA ATP-Synthase, a-Untereinheit 124 556
dal D-Alanin-D-Alanin-Ligase 112 456 - 465
gdh Glucose-6-Phosphat-Dehydrogenase 93 530
purkK Phosphoribosylaminoimidazol Carboxylase 117 492
ATPase-Untereinheit
gyd Glyceraldehyd-3-Phosphat-Dehydrogenase 69 395 - 398
pstS Phosphat ATP-binding casette Transporter 153 583
adk Adenylatkinase 65 437

2.4 Analyse der Patientendaten

Alle Ergebnisse der Untersuchungen wurden in einer Tabelle (Excel 2010) zusammengefasst.
Den Proben wurden interne Nummern innerhalb des Jahres 2012 vergeben und ihrem Patienten
zugeordnet. Es wurde von jedem Patienten Pseudonym, Geburtsdatum (Tag, Monat, Jahr),
Geschlecht und Eingang des ersten VRE-Nachweises erfasst.

Die Herkunft der Isolate wurde in die Parameter Krankenhaus, Abteilung, Station sowie
Stationsart (Intensivstation (ITS)/ normal/ ambulant) erfasst. Zur besseren Vergleichbarkeit
wurde jede Probe einer klinischen Disziplin nach dem Epidemiologischen Bulletin 33 von 2013
(71) zugeordnet. Auch das Kklinische Material der Proben wurde Materialgruppen des

Epidemiologischem Bulletin 33 von 2013 zugeordnet.

Aullerdem wurden die Proben in Screening- und Infektion-Proben unterteilt, um
rickzuschlieBen, ob es sich bei der jeweiligen Probe um eine Kolonisation oder Infektion des
Patienten mit VRE handelte.

Auch Resistenzbefunde aus der Laboranalyse im Jahr 2012 wurden eingetragen, um diese mit

den Ergebnissen der Laboranalysen 2018/19 zu vergleichen.
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AnschlieBend wurden alle Ergebnisse der Laboranalysen aus dem Jahr 2018/2019 eingeftigt.
Die durch MALDI-TOF identifizierten Bakterienstdamme, den Nachweis der Resistenzgene und
der Virulenzfaktoren sowie die Ergebnisse der MLST-Bestimmungen wurden in einer Excel-

Tabelle erfasst.
Die Grafiken wurden mit Excel durch Filterauswahl erstellt.

Der GroRteil der VRE-Nachweise im Jahre 2012 kamen aus dem Universitatsklinikum
Regensburg. Dort wurden alle VRE-Erstnachweise in der Stammsammlung erfasst. Bei den
externen Krankenhdusern handelte es sich um keine standartmaiige Erfassung, sondern nur um
Stichproben, was diese Daten epidemiologisch nur bedingt aussagekréftig macht. Aus diesem
Grund wurden die Daten aus dem UKR bei den Auswertungen separat bearbeitet und genauer

untersucht.

2.5 Ethikvotum

Die Ethikkomission der Universitdt Regensburg erhebt keine Einwdande gegen das
Forschungsvorhaben ,,Molekulare Epidemiologie Vancomycin-resistenter Enterokokken am
Universiatsklinikum Regensburg — eine retrospektive Auswertung®, zu welchem auch diese
Arbeit zahlt. Dieses Votum mit dem Geschaftszeichen 16-104-0057 wurde am 17.02.2016
bestatigt.
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3 Ergebnisse

3.1 Ubersicht tber alle VRE-Isolate der Stammsammlung im ersten
Halbjahr 2012

Die VRE-Stammsammlung aus dem Jahre 2012 bildete die Grundlange flr die Laboranalysen
dieser Studie in den Jahren 2018 und 2019. Insgesamt wurden im Rahmen dieser Arbeit 127
Proben aus dem ersten Halbjahr 2012 analysiert. Am UKR wurde jeder VRE-Erstnachweis im
Rahmen der Diagnostik am Institut fir Klinische Mikrobiologie und Hygiene konsequent
erfasst. Bei den externen Krankenhdusern im Raum Regensburg handelte es sich eher um
Einzelnachweise. Somit geben die Isolate aus dem UKR ein besseres Bild der VRE-
Erstnachweise wieder. Aus diesem Grund werden in den Ergebnissen nur die Proben des
,UKR*“ (n = 104) genauer betrachtet (Abbildung 14). Die Ergebnisse der externen Proben

werden in Abschnitt ,,3.12 VRE-Isolate aus den externen Krankenhdusern* dargestellt (n = 23).

Bei einer der 104 aufgetauten Proben zeigte sich kein Wachstum und sie konnte nicht weiter
analysiert werden. Mit den Ubrigen Proben wurde zur Spezies-Bestimmung eine MALDI-TOF-
Analyse durchgefuhrt. Es ergaben sich insgesamt 100 E. faecium-Isolate. Von diesen
E. faecium-Isolaten konnte bei 3 Proben die MLST-Bestimmung nicht vollstandig durchgefihrt
werden. So waren bei 97 Proben alle Analysen durchfiihrbar (,,vollstandige Analyse*). Obwohl
es das Ziel war, immer nur das Erstisolat eines Patienten zu registrieren, wurden vereinzelt
zufallige Folgeisolate von Patienten asserviert. Diese werden in Abschnitt ,,3.11
Mehrfachisolate von VRE-Trdgern® genauer ausgefihrt. Insgesamt standen 80 VREfm-
Erstisolate (n = 80) (Abbildung 15) zur vollstdandigen Analyse zur Verfugung. In den
nachfolgenden Ergebnissen, aulRer im Kapitel Enterokokken-Spezies, wird nur die Teilmenge
,,.VREfm-Erstisolate* (n = 80) genauer dargestellt. Mit dieser Teilmenge ,,VREfm-Erstisolate*,
konnten alle Untersuchungen durchgefuhrt werden. Davon sind alle Ergebnisse der PCR-

Analysen, sowie der Befunde dargestellt.
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Ubersicht: erstes Halbjahr
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Abbildung 14: Ubersicht Gber alle VRE-Isolate aus der Stammsammlung des ersten Halbjahres 2012
(n=127) mit Darstellung der Teilmenge UKR des ersten Halbjahres (n = 104)

Ubersicht: UKR

E. faecium vollstandige Analyse VREfm- Erstisolate
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Anzahl der VRE-Isolate
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Teilmengen

Abbildung 15: Ubersicht Uber alle VRE-lIsolate des UKR: Gesamtzanl am UKR (n = 104),
E. faecium-lsolate, vollstandig funktionierende Analyse und VREfm-Erstnachweise (n = 80)
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3.2 Enterokokken-Spezies

Abziglich einer Probe ohne Wachstum konnten insgesamt 103 Proben untersucht werden. Bei
diesen wurde zur Differenzierung der Bakterien-Spezies die MALDI-TOF-Analyse
durchgefuhrt. Es waren 97 % der Proben E. faecium-lsolate. Insgesamt ergaben sich
100 E. faecium-, 1 E. faecalis- und 2 E. gallinarum-Isolate (Abbildung 16).

Enterokokkenspezies

mE. faecium
B E. faecalis

u E. gallinarum

Abbildung 16: Enterokokkenspezies der VRE-Isolate im ersten Halbjahr 2012 am UKR, abziglich einer
Probe ohne erfolgreiche Analyse (n = 103)

3.3 Halbjahresverlauf im Jahr 2012

Fir den zeitlichen Verlauf wurden alle VREfm-Erstisolate der Patienten (n = 80) den Monaten,
in welchen die Proben im Labor eingegangen sind, zugeordnet. Es zeigte sich eine Haufung im
Monat April. In den Monaten Januar, Februar und Méarz wurden am wenigsten lIsolate
nachgewiesen (Abbildung 17)
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Halbjahresverlauf: erstes Halbjahr 2012
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Anzahl der VRE-Erstisolate

Abbildung 17: Darstellung des Halbjahresverlaufs der VREfm-Erstisolate auf Monate verteilt im ersten
Halbjahr 2012 am UKR (n = 80)

3.4 Alter und Geschlecht

Die Erfassung der Befunde zeigte deutlich mehr VRE-positive Manner als Frauen. Es waren
51 Ménner (64 %) und 29 Frauen (36 %) VRE-positiv (Abbildung 18).

Geschlecht

B mannlich

m weiblich

Abbildung 18: Geschlechterverteilung der VREfm-Erstisolate im ersten Halbjahr 2012 am UKR (n = 80)
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Auch das Alter der Patienten im Jahr 2012 zum Zeitpunkt des VRE-Nachweises wurde erfasst.
Ab einem Alter von 40 Jahren wurden deutlich mehr VRE-positive Patienten nachgewiesen.
Die Patienten wurden in 5 Altersgruppen unterteilt: < 20 Jahre, 20 - < 40 Jahre, 40 - < 60 Jahre
60 - <80 Jahre und > 80 Jahre. Es zeigten sich deutlich mehr VRE-Nachweise mit steigendem
Alter, denn 47 % aller Patienten waren 60 Jahre alt oder &lter. Bei den Frauen handelte es sich
um einen kontinuierlichen Anstieg. Bei den Ménnern wurden ab einem Alter von 40 Jahren
deutlich mehr Isolate nachgewiesen. Generell wurden ab einem Alter von 40 Jahren deutlich
mehr Isolate nachgewiesen (Abbildung 19).

Alter der Patienten
40
35
30
25
20

m weiblich

15 Emannlich

10

Anzahl der VRE-Erstisolate

a1

<20 20-40 40-60 60-80 =80
Altersspannen

t

Abbildung 19: Darstellung des Alters der Patienten der VREfm-Erstisolate im ersten Halbjahr 2012 am
UKR (n = 80); unterteilt in mannlich und weiblich
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3.5 Glykopeptid-Resistenzgene

Mit einer Multiplex-PCR wurden die Isolate auf die Anwesenheit der Gene vanA/B, welche die
Glykopeptid-Resistenz codieren, getestet. Es ergab sich eine groRere Verbreitung des vanB-
Gens von ca. 73 %. Insgesamt waren es 58 vanB-positive und 22 vanA-positive Isolate
(Abbildung 20).

Resistenzgen vanA/B

HvanA

mvanB

Abbildung 20: Glykopeptid-Resistenzgenverteilung aller VREfm-Erstisolate im ersten Halbjahr 2012 am
UKR (n = 80)

Die Ergebnisse fur den van-Genotyp stimmten mit jenen aus den Laboranalysen im Jahr 2012
groltenteils Uberein. Eine Ausnahme machten 9 Proben, fir welche im Befund aus dem Jahr
2012 eine Resistenz fiir vanA und vanB detektiert wurde. Die jeweiligen Isolate, wurden erneut
mittels einer getrennten PCR-Analyse auf nur ein Glykopeptid-Resistenzgen (vanA oder vanB)
untersucht. Bei 5 Proben bestatigte sich, dass beide Gene vorhanden waren. In den folgenden
Ergebnissen dieser Arbeit und der oben dargestellten Glykopeptid-Resistenzgenverteilung,
wurde jedem lIsolat jedoch nur ein Resistenzgen vanA oder vanB zugeordnet. Dabei wurde
immer das Amplifikat als Resistenzgen gewertet, welches in der Multiplex-PCR die hthere
Konzentration aufwies.
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3.6 Virulenzfaktoren

Anhand von 4 weiteren PCR-Analysen wurden die Isolate auf die Anwesenheit von
Virulenzfaktoren untersucht. Der GroRteil aller Isolate war esp-positiv (81 %). Es ergaben sich
65 esp-positive und 15 esp-negative Isolate (Abbildung 21). Wenn man die Verteilung von esp-
positiven Isolate auf die vanA- oder vanB-positiven Isolate vergleicht ist aufféallig, dass nur

45 % der vanA-positiven, aber 95 % der vanB-positiven Isolate esp-positiv sind.

esp

H positiv

H negativ

Abbildung 21: Verteilung von esp-positiven und esp-negativen VREfm-Erstisolate im ersten Halbjahr
2012 am UKR (n = 80)

Die Isolate wurden auch auf die Wiederholung der Untereinheit A, des Gens esp untersucht.
Die Untereinheit A war entweder nicht vorhanden (neg.), einmal vorhanden oder zeigte
2-6-Wiederholungen. Am h&ufigsten waren 4- und 5-Wiederholungen (Abbildung 22).
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20
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Anzahl der VRE-Erstisolate

1 2 3 4 5 6 neg.
espA-Varianten

Abbildung 22: Verteilung der espA-Varianten (1-, 2-, 3-, 4-, 5-, 6- Wiederholungen oder neg.) auf alle
VREfm-Erstisolate im ersten Halbjahr 2012 am UKR (n = 80)
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Der Nachweis des hyl-Gens fiel bei dem Grof3teil der Proben (81 %) positiv aus. Bei 65 Isolaten
konnte das hyl-Gen nachgewiesen werden. 15 Isolate waren hyl-negativ (Abbildung 23). Alle
vanA-positiven Isolate und 74 % der vanB-positiven Isolate waren hyl-positiv.

hyl

H positiv

H negativ

Abbildung 23:  Verteilung von hyl-positiven und hyl-negativen VREfm-Erstisolaten im ersten Halbjahr
2012 am UKR (n = 80)

Der Nachwveis fur das Gen acm war fur alle VREfm-Erstisolate positiv.
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3.7 MLSTypisierung

3.7.1 Allelevarianten

Ein zentraler Punkt dieser Arbeit war die genetische Analyse mit dem MLST-Verfahren. Es
wurden 7 PCR-Analysen durchgefiihrt, um 7 Housekeeping-Gene genauer zu bestimmen.
Daraus lief3 sich dann der Sequenztyp (ST) ableiten. Bei 3 Proben der 100 E. faecium-Isolate
aus dem UKR lie3 sich die MLSTypisierung nicht komplett durchfiihren (s. 3.7.2 nicht
vollstdndig durchfuhrbare MLST). Abziglich der Mehrfachisolate sind im Folgenden die
80 VREfm-Erstisolate am UKR genauer dargestellt.

Fur die Housekeeping-Gene ddl, gdh, purK und adk konnte jeweils nur eine Variante, die

Allelevariante 1, nachgewiesen werden.

Das atpA-Gen zeigte die Allelevarianten 1, 7, 9 und 15, wobei 9 am haufigsten auftrat
(Abbildung 24).

atpA

ml
7

m15

Abbildung 24:  Anzahl der Allelevarianten von atpA aller VREfm-Erstisolate im ersten Halbjahr 2012 am
UKR (n = 80)

Fir das Gen gyd waren zwei Varianten nachweisbar. Es konnten die Varianten 1 und 5 bestimmt
werden. Die Allel 1 war deutlich 6fters vorhanden (Abbildung 25).
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ml
m5

Abbildung 25:  Anzahl der Allelevarianten von gyd aller VREfm-Erstisolate im ersten Halbjahr am UKR
(n=280)

Fir pstS wurden drei Varianten gefunden. Die Variante 1, 7 und 20. Am haufigsten war hier

die Variante 1 vertreten (Abbildung 26).

pstS

ml
n7
=20

Abbildung 26:  Anzahl der Allelevarianten von pstS aller VREfm-Erstisolate im ersten Halbjahr am UKR
(n=280)

3.7.2 Nicht vollstandig durchfihrbare MLST

Es lieRen sich 3 Proben keinem ST zuordnen. Bei einer Probe lieR sich atpA und gyd, bei einer
anderen nur gyd und bei der dritten nur gdh nicht bestimmen. Auf3er bei atpA liel3en sich die
fehlenden Allele nicht mittels PCR amplifizieren. AtpA lieR sich zwar amplifizieren, konnte
jedoch keinem bekannten Allel auf der kuratierten Typisierungshomepage (www.pubmlst.org)

zugeordnet werden.
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3.8 MLST-Sequenztypen

3.8.1 Verteilung der ST

Aus den oben dargestellten Allelenvarianten wurden die Sequenztypen (ST) abgeleitet. Im
UKR wurden 7 verschiedene nachgewiesen. Am héufigsten war der ST 117 vertreten
(s. Tabelle 16 und fur eine prozentuale Darstellung Abbildung 27).

Tabelle 16: Alleleprofile und Anzahl der Nachweise aller bestimmten ST der VREfm-Erstisolate im ersten
Halbjahr 2012 am UKR

ST atpA ddl gdh purK gyd pstS adk Anzahl  am
UKR

17 1 1 1 1 1 1 1 1

18 7 1 1 1 5 1 1 10
78 15 1 1 1 1 1 1 1
117 9 1 1 1 1 1 1 36
192 15 1 1 1 1 7 1 18
203 15 1 1 1 1 20 1 11
233 1 1 1 1 1 20 1 3
gesamt 80

Sequenztypen

1

ml7
=18
m78
m117
=192
m 203
m233

Abbildung 27:  Anzahl der verschiedenen Sequenztypen aller VREfm-Erstisolate im ersten Halbjahr 2012
am UKR (n = 80)
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3.8.2 Verteilung der Virulenzfaktoren und Resistenzgene auf ST

Die Abbildung 28 zeigt die Verteilung der Resistenzgene vanA/B und die Gene der
Virulenzfaktoren esp, hyl, acm und espA-Varianten auf die einzelnen Sequenztypen. Der am
h&ufigsten vertretene ST 117 (45 %) zeigte dabei die groRte Variabilitat mit vanA- sowie vanB-
positiven Stdimmen. ST 117 war meistens (17 von 36) vanB-, esp-, hyl- und acm-positiv und
hatte 4-Repeats der Untereinheit espA. Der zweithdufigen MLSTyp ST 192 war immer

vanB-positiv.
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Abbildung 28: Verteilung der Resistenzgene vanA/B und der Virulenzfaktoren esp, hyl, acm und
Wiederholung der Untereinheit A des esp-Gens auf die ST der VREfm-Erstisolate im ersten Halbjahr 2012

am UKR (n =80)
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3.8.3 Zeitlicher Verlauf der Nachweise von ST 117 und ST 192

Die zwei haufigsten ST 117 und 192 waren flr 68 % der VREfm-Erstnachweise verantwortlich.
Der zeitliche Verlauf dieser ST ist in Abbildung 29 dargestellt. Fiir den ST 117 zeigte sich eine
starke Haufung im April. Die Anzahl des ST 192 stieg Uber das 1. Halbjahr an.

Verlauf der haufigsten ST
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Abbildung 29: Darstellung der Jahresverldufe der haufigsten ST 117 und 192 der VREfm-Erstisolate im
ersten Halbjahr 2012 am UKR auf Monate verteilt
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3.9 Verteilung der VREfm-Erstisolate innerhalb des UKR

3.9.1 Verteilung auf Stationsarten

Im UKR wurden alle VREfm-Erstisolate systematisch Uber das ganze Jahr erfasst. Somit
spiegeln die Ergebnisse des UKR ein genaues Bild der Erstnachweise wider. AulRerdem liegen
die Befunde mit genauer Herkunft der Isolate vor. Im Folgenden wird die Herkunft der VREfm-
Erstisolate bis auf Stationsebene dargestellt.

Abbildung 30 zeigt eine Verteilung der Isolate nach klinischen Disziplinen. Dabei wurden zur
besseren Vergleichbarkeit die Kategorien des Epidemiologischen Bulletin 33 von 2013
verwendet. (71) Die meisten Isolate stammten aus der Kategorie ,,Hdmatologie/Onkologie‘ mit
49 %. Darauf folgte die ,,Innere Medizin“ mit 39 %. Die restlichen Isolate verteilten sich auf

die Kategorien ,,Chirurgie* und ,,Nephrologie/Urologie (Abbildung 30).

klinische Disziplin

E Chirurgie

® Hama/Onko
31
Innere Medizin

® Nephrologie/Urologie

Abbildung 30: Zuordnung der klinischen Disziplin zum Nachweis der VREfm-Erstisolate im ersten
Halbjahr 2012 am UKR (n = 80)

Die Verteilung der Isolate auf Stationsarten zeigt, dass die meisten VRE-Nachweise von
Normalstationen kamen (64 %). 32 % der Proben waren aus Intensivstationen (ITS) und 4 %

stammten von ambulanten Patienten (Abbildung 31).
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Stationsarten/ambulant

E normal
u|TS

® ambulant

Abbildung 31: Verteilung aller VREfm-Erstisolate im ersten Halbjahr 2012 am UKR auf die Stationsarten,
sowie ambulant (n = 80)

Die Abbildung 32 zeigt eine Verteilung der zwei hdufigsten ST 117 und 192 auf die
Stationsarten ,,normal* und ,,ITS*, sowie auf den ambulanten Bereich. Innerhalb der normalen
Stationen hatte der ST 117 den groRten Anteil. Bei den Intensivstationen war jedoch der
ST 192 am stérksten vertreten. In den ambulanten Bereichen war das Vorkommen beider ST

gleich hoch.

Verteilung haufigster ST auf Stationsarten/ambulant
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Abbildung 32: Verteilung der h&ufigsten ST aller VREfm-Erstisolate im ersten Halbjahr 2012 am UKR auf
die Stationsarten sowie ambulanten Bereiche (n = 54)
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Eine Ubersicht (iber alle Stationen, sowie ambulanten Abteilungen am UKR mit VREfm-

Erstnachweis zeigt die Tabelle 17.

Tabelle 17: Ubersicht (iber Stationsart, Station und Fachrichtung der VREfm-Erstisolate im ersten Halbjahr

2012 am UKR (n = 80)

Stationsart Station Fachrichtung Anzahl
Normalstation 14 Innere 1
15 Innere 6
17 Nephrologie 2
18 Innere 1
20 Hama/Onko 13
21 KMT Hama/Onko 25
56 Chirurgie 1
58 Neurochirurgie 1
60 HTG-Chirurgie 1
ITS 90a Chirurgie 2
90b Chirurgie 1
92 Innere 13
93 Innere 10
ambulant ambulant Nephrologie 2
ambulant Hama/Onko 1

Die meisten VREfm-Erstisolate wurden auf der Station 21 KMT (Knochenmarktransplantation)

mit der Fachrichtung Hamatologie/Onkologie nachgewiesen (31 %). Eine weitere Station mit

einer Haufung von Nachweisen war die Station 20, welche ebenfalls zur Fachrichtung

Hématologie/Onkologie gehort (16 %). Die Ubrigen Isolate waren Grofdteils auf die

Intensivstationen der Inneren Medizin 92 und 93 verteilt (29 %). Die Station 15, ebenfalls

Innere Medizin, hatte 6 VRE-Nachweise. Ansonsten handelte es sich bei den Stationen 14, 17,

18, 56, 58, 60, 90a und 90b um ein- oder zweifache Nachweise. Es wurden 3 ambulante Isolate

registriert.
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In der Station 21 KMT zeigte sich eine deutliche Haufung des ST 117 (21 von 25). In den

anderen Stationen konnte man eher eine ST-Heterogenitét erkennen (Abbildung 33).

Verteilung der ST auf Stationen/ambulant
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Abbildung 33:  Verteilung aller VREfm-Erstisolate im ersten Halbjahr 2012 am UKR, auf die Stationen und
ambulant mit Einbeziehung der ST (gesamt: 80)
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3.10 Klinisches Material

3.10.1 Materialgruppen

Die Zuordnung der VREfm-Erstisolate zu einzelnen Materialgruppen erfolgte zur besseren
Vergleichbarkeit nach den Kategorien des Epidemiologischen Bulletin 33 von 2013 (71).
Abstriche der Haut, Aszites oder unbekanntem Herkunftsort wurden unter ,,Abstriche®

zusammengefasst.

Die meisten Nachweise gehorten zur Kategorie ,,Rektal-/ Perianalabstrich/ Stuhl* (80 %). Die
Materialgruppe ,,Abstriche” stellte 13 % der VREfm-Erstnachweise da. Den Kategorien
,Bronchoalveoldre Lavage (BAL)/Sputum/Trachealsekret/Rachenabstrich®, ,,Blutkultur®,

,,Urin“ und ,,Wundabstrich“ wurden nur einzelne Isolate zugeordnet (Abbildung 34).
Klinisches Material

m Abstrich

m BAL/Sputum/Trachealsekret/Rach
enabstrich

m Blutkultur

m Rektal-/Perianalabstrich/Stuhl

m Urin

® Wundabstrich

Abbildung 34: Klinisches Material der VREfm-Erstisolate im ersten Halbjahr 2012 am UKR (n = 80);
BAL= Bronchoalveolare Lavage
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3.10.2 Besiedlungsstatus

Bei den VREfm-Erstisolaten handelte es sich entweder um einen Nachweis einer Kolonisation
oder einer bakteriellen Infektion eines Patienten: den sogenannten Besiedlungsstatus. Die
Kolonisation wurde in Form von Screeningabstrichen mittels einer VRE-Boullion und PCR
nachgewiesen. Die Infektion wurde anhand einer klinischen Probe durch eine Routinekultur
mit Antibiogramm untersucht. Die Art des Nachweises und der Untersuchung lasst also
maogliche Rickschlisse zu, ob es sich bei der jeweiligen Probe um eine Kolonisation oder
Infektion des Patienten mit VRE handelt.

Das Standardmaterial fiir ein Screening ist die Kategorie ,,Rektal-/ Perianalabstrich/ Stuhl®.
Weitere Screening-Nachweise waren die Kategorien ,,Abstriche” der Haut, ,,Abstriche®
unbekannter Herkunft und ein Abstrich des Tacheostomas der Kategorie
,BAL/Sputum/Trachealsekret/Rachenabstrich®. Der Nachweis einer Infektion durch eine
Routinekultur mittels einer klinischen Probe erfolgte bei den Materialgruppen ,,Abstrich* von
Aszites, ,,Blutkultur, ,,Urin“ und ,,Wundabstrich* sowie mit Sekret und Spulflissigkeit der
Kategorie ,,BAL/Sputum/Trachealsekret/Rachenabstrich®.

Aus diesen Zuordnungen ergibt sich fur 93 % der Patienten eine Kolonisation mit VRE. Bei
den restlichen 7 % handelt es sich méglicherweise um eine bakterielle Infektion des Patienten
durch VRE (Abbildung 35).

Besiedlungsstatus

u |[nfektion

m Kolonisation

Abbildung 35: Ubersicht tber die Art des VRE-Nachweises aller VREfm-Erstisolate im ersten Halbjahr
am UKR (n = 80)
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Fir die Verteilung der ST auf den Besiedlungsstatus liel? sich erkennen, dass sieben ST an einer
Kolonisation, jedoch nur vier von ihnen an einer Infektion beteiligt waren. Bei der Kolonisation
ist mit groflem Abstand der hdufigste ST der ST 117. Bei einer Infektion war der ST 192 am
haufigsten vertreten (Abbildung 36).

Verteilung der ST auf Kolonisation und Infektion
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Abbildung 36: Darstellung des Besiedlungsstatus pro ST aller VREfm-Erstisolate im ersten Halbjahr am
UKR (n =80)
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3.11 VREfm-Mehrfachisolate von VRE-Tréagern

Insgesamt gab es 17 Patienten mit Mehrfachnachweisen von VRE. Davon erfolgte bei 16
Proben der Mehrfachnachweis noch innerhalb des ersten Halbjahrs. Ein weiterer Patient hatte
einen Mehrfachnachweis aus dem zweiten Halbjahr. Die Proben wurden in einem Abstand von
wenigen Tagen oder bis zu ca. zwei Monaten genommen. Bei der Probe, welche ihren zweiten
Nachweis im zweiten Halbjahr hatte, lagen knapp vier Monate dazwischen. Bei drei der
Patienten kam es nach einem Erstnachweis im UKR zu einem Mehrfachnachweis in einem
externen Krankenhaus. Von allen Mehrfachnachweisen blieben bei zehn Patienten alle
Faktoren wie ST, Resistenzgen und Virulenzfaktoren tber alle Nachweise hin konstant. Bei
vier Patienten blieben der ST gleich, aber es &nderte sich etwas bei den Virulenzfaktoren. Bei
drei Patienten &nderte sich die Wiederholung der Untereinheit espA. Bei einem Patienten
anderte sich der hyl-Nachweis. Bei drei Patienten kam es tatsachlich zu einer Anderung der
Sequenztypen. Bei nur einer dieser Proben anderte sich zusatzlich noch das Resistenzgen. Bei
einem Patienten trat bei einem Mehrfachisolat der ST 25 auf, welcher im Jahr 2012 noch nicht
vorgekommen war. Diese Verldufe sind jeweils in einer Tabelle pro Patienten dargestellt
(Tabelle 18 - 24).

Tabelle 18: Mehrfachnachweise eines Patienten mit Anderung von espA

Patient 1 mit Mehrfachnachweis

Datum 12.01.2012 16.01.2012 02.02.2012

ST 117 117 117

vanA/B A A A

esp + + +

hyl + + +

acm + + +

espA 4 4 6

Klinikum UKR UKR UKR

Fachrichtung | Nephrologie Nephrologie Nephrologie

Station ambulant ambulant ambulant

Probe Rektal- Rektal- Rektal-
[Perianalabstrich/Stuhl | /Perianalabstrich/Stuhl | /Perianalabstrich/Stuhl
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Tabelle 19: Mehrfachnachweise eines Patienten mit Anderung von espA

Patient 2 mit Mehrfachnachweis

Datum 05.04.2012 21.04.2012
ST 117 117

vanA/B B B

esp + +

hyl + +

acm + +

espA 4 5

Klinikum UKR UKR
Fachrichtung Hama/Onko Hama/Onko
Station 21 KMT 21 KMT
Probe Rektal-/Perianalabstrich/Stuhl | Rektal-/Perianalabstrich/Stuhl

Tabelle 20: Mehrfachnachweise eines Patienten mit Anderung von espA

Patient 3 mit Mehrfachnachweis

Datum 31.03.2012 17.07.2012
ST 192 192
vanA/B B B (AB)
esp + +

hyl + +

acm + +

espA 2 3
Klinikum UKR UKR
Fachrichtung Innere Chirurgie
Station 93, ITS 46

Probe Abstrich Rektal-/Perianalabstrich/Stuhl
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Tabelle 21: Mehrfachnachweise eines Patienten mit Anderung von hyl

Ergebnisse

Patient 4 mit Mehrfachnachweis

[Perianalabstrich/
Stuhl

/Perianalabstrich/
Stuhl

[Perianalabstrich/
Stuhl

Datum 31.01.2012 01.02.2012 25.02.2012 26.02.2012

ST 192 192 192 192

vanA/B B B B B

esp + + + +

hyl + + + -

acm + + + +

espA 1 1 1 1

Klinikum | UKR UKR ASKLEPIOS ASKLEPIOS
K.Bad Abbach K.Bad Abbach

Fachricht | H&ma/Onko Innere Hama/Onko Hama/Onko

ung

Station ambulant 92,ITS 43 43

Probe Rektal- Rektal- Rektal- Rektal-

[Perianalabstrich/
Stuhl

Tabelle 22: Mehrfachnachweise eines Patienten mit Anderung des ST

Patient 5 mit Mehrfachnachweis

Datum 04.04.2012 04.05.2012
ST 117 78

vanA/B B B

esp +

hyl + +

acm + +

espA 5 5

Klinikum UKR UKR
Fachrichtung Hama/Onko Hama/Onko
Station 21 KMT ambulant
Probe Rektal-/Perianalabstrich/Stuhl | Rektal-/Perianalabstrich/Stuhl
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Tabelle 23: Mehrfachnachweise eines Patienten mit Anderung des ST
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Patient 6 mit Mehrfachnachweis

Datum 03.04.2012 04.04.2012
ST 117 25

vanA/B B B

esp - -

hyl + +

acm + +

espA - -

Klinikum UKR UKR
Fachrichtung Hama/Onko H&ma/Onko
Station 21 KMT 21 KMT
Probe Blutkultur Rektal-/Perianalabstrich/Stuhl

Tabelle 24: Mehrfachnachweise eines Patienten mit Anderung des ST und des Resistenzgens

Patient 7 mit Mehrfachnachweis

Datum 05.04.2012 29.05.2012 01.06.2012

ST 117 18 18

vanA/B B A (AB) A (AB)

esp - - -

hyl + + +

acm + + +

espA - - -

Klinikum UKR UKR UKR

Fachrichtung Hama/Onko Hama/Onko Hama/Onko

Station 21 KMT ambulant ambulant

Probe Rektal- Rektal- Rektal-
[Perianalabstrich/Stuhl | /Perianalabstrich/Stuhl | /Perianalabstrich/Stuhl

77



Ergebnisse

3.12 VRE-Isolate aus den externen Krankenhausern

Insgesamt 23 Isolate stammten aus den externen Krankenhdusern: Klinik AKLEPIOS Bad
Abbach, Krankenhaus Barmherzige Bruder, Krankenhaus St. Josef und der Krankenhaus-
Gesellschaft des Landkreis Schwandorf im Raum Regensburg. Abziglich der Mehrfachisolate
wurden 15 VREfm-Erstisolate registriert. Nur diese werden nachfolgend genauer dargestellt.
Die Klinik AKLEPIOS Bad Abbach hat unter den Externen die meisten VREfm-Erstnachweise.
Diese lieRRen sich, auBer mit einer Ausnahme (ST 721), alle dem MLSTyp ST 117 zuordnen.
Bei den anderen Krankenhdusern war eine groRere ST-Heterogenitdt vorhanden. Im
Krankenhaus Barmherzige Briider Regensburg wurde einmal der ST 117 und zweimal der
ST 192 nachgewiesen. Das Krankenhaus St. Josef wies Isolate der ST 18, 192 und 203 auf. Die
Krankenhaus-Gesellschaft des Landkreis Schwandorf hatte ein Isolat des ST 203 (Abbildung
37). Bei den Resistenzgenen und Virulenzfaktoren zeigte sich eine dhnliche Verteilung wie am
UKR.

Ubersicht: externe Krankenhauser
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Abbildung 37: Verteilung der verschiedenen Sequenztypen aller VREfm-Erstisolate im ersten Halbjahr
2012 auf die externen Krankenhduser ASKLEPIOS Klinkum Bad Abbach, KH Barmherzige Bruder, KH St.
Josef und KH-Gesell. D. Landk. SAD; KH=Krankenhaus (gesamt: 15)
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Wenn man die Mehrfachisolate in den externen Krankenh&usern betrachtet, ist ein Patient
(Tabelle 25) hervorzuheben. Es zeigte sich dreimal ein ST-Wechsel, wobei der ST 721 nicht

am UKR vorkam.

Tabelle 25: Mehrfachnachweise des externen Patienten mit Anderung der ST und espA

Patient 8 mit Mehrfachnachweis

Datum 25.01.2012 25.01.2012 26.01.2012

ST 721 203 117

vanA/B B B B

esp + + +

hyl + + +

acm + + +

espA 4 4 5

Klinikum ASKLEPIOS Klinikum | ASKLEPIOS ASKLEPIOS Klinikum
Bad Abbach Klinikum  Bad | Bad Abbach

Abbach

Fachrichtung Héma/Onko Hama/Onko Hama/Onko

Station 43 43 43

Probe Rektal- Abstrich, Vaginal | Rektal-
[Perianalabstrich/Stuhl [Perianalabstrich/Stuhl
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4 Diskussion

4.1 Allgemeiner Hintergrund

Enterokokken, welche beim Menschen und Tieren meist als Teil des normalen
Darmmikrobioms vorkommen, sind auch in der Umwelt weit verbreitete Bakterien. Lange Zeit
galten sie nur als bedingt pathogen, jedoch erhdhte sich die Zahl der durch sie verursachten
Infektionen und somit ihre Bedeutung als nosokomialer Erreger. Die beiden Kklinisch relevanten
Enterokokkenstamme E. faecalis und E. faecium weisen viele intrinsische und extrinsische
Antibiotikaresistenzen auf, was die Therapie von Infektionen deutlich erschwert. AuRerdem
sind Enterokokken sehr umweltbestandig, diese besondere Eigenschaft macht ihre Pravention
komplizierter. E. faecalis sind meist Ampicillin-sensibel und lassen sich gut therapieren.
E. faecium hingegen sind groBteils Ampicillin-resistent, sodass sie standardmafRig mit
Vancomycin therapiert werden mussen. Aus diesem Grund ist besonders die Glykopeptid-

Resistenz von E. faecium von Bedeutung (6).

In Deutschland und Europa breiten sich VRE zunehmend aus, wofir nahezu ausschlie3lich
E. faecium-lsolate verantwortlich sind. Im Jahre 2012 wurde eine Haufigkeit von 16,2 % fur
die Vancomycin-Resistenz bei E. faecium-Blutkulturisolaten in Deutschland vom EARS-Net
erfasst. Im Vergleich zu anderen europdaischen Landern, auch seinen Nachbarléandern (alle unter
5 %, auller Polen: 8,3 % und Tschechien: 11,5 %), hatte Deutschland somit deutlich hdhere
VRE-Inzidenzen. Nur Irland, Portugal und Griechenland zeigten hohere Werte mit bis zu 44 %
(Abbildung 38) (72, 73). Vergleicht man diese Werte mit der erfassten Resistenzwerten aus
dem Jahr 2019 (Abbildung 39) ist ein Anstieg der VRE-Verbreitung mit 18,3 % der E. faecium-
Isolate im Jahr 2019 in Europa zu erkennen (74).
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Abbildung 38: Prozentuale Darstellung der Vancomycin-resistenten invasiven E. faecium-Isolate im Jahr
2012 in Europa (72)
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Abbildung 39: Prozentuale Darstellung der VVancomycin-resistenten invasiven E. faecium-Isolate im Jahr
2019 in Europa (74)
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Fir die Verbreitung von VRE sind vor allem Stdmme des klonalen Komplexes 17 (CC17, s.
1.5 Entwicklung nosokomialer E. faecium-Linien: klonaler Komplex 17 (CC17) bzw. Klade
Al) verantwortlich, welche besonders gut an des Krankenhausmilieu angepasst sind (63). Auch
am UKR wurden zunehmend VRE-positive Patienten beobachtet. So entstand eine Studie, in
welcher seit dem Jahr 2004 alle VVancomycin-resistenten E. faecium-Erstisolate im Raum
Regensburg asserviert und retrospektiv analysiert werden. Dies hilft das Risikoprofil des UKRs
beziglich VRE besser kennenzulernen und Préventionsmalinahmen anzupassen. In dieser
Arbeit wurde das erste Halbjahr des Jahres 2012 untersucht. Zur besseren Vergleichbarkeit mit
anderen Studien werden im Folgenden die Daten des ersten Halbjahres mit denen des zweiten
Halbjahres verglichen. AnschlieBend werden die Daten des gesamten Jahres 2012 fiir die

weitere Diskussion genutzt.
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4.2 Vergleich erstes Halbjahr 2012 mit Gesamtdaten aus 2012

Das zweite Halbjahr 2012 ist in einer weiteren Doktorarbeit (Reimann) beschrieben (75). Deren
Ergebnisse und die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit werden dazu herangezogen, das ganze
Jahr 2012 abzubilden. Dies ermdglicht den Vergleich mit anderen Studien. Im Folgenden
werden zundchst die Ergebnisse des ersten Halbjahres mit den Gesamtdaten aus 2012
verglichen. Auch bei den Ergebnissen des gesamten Jahres beschréankt man sich auf die Isolate
des UKRs (n = 238), da nur dort alle VRE-Erstisolate in die Stammsammlung aufgenommen

wurden.
Ubersicht gesamt 2012
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Abbildung 40:  Ubersicht tiber alle Isolate am UKR im gesamten Jahr 2012 (n = 238)

Im Jahr 2012 waren 219 der VRE-Isolate E. faecium. Von diesen war bei 213 Isolaten eine
vollstandige Analyse mdglich. Bei 189 Isolaten handelte es sich um Erstnachweise, welche im
Folgenden mit den Ergebnissen des ersten Halbjahres 2012 verglichen werden (Abbildung 40).

Nur bei der Bestimmung der Enterokokkenspezies wurden alle Isolate des UKRs (n = 238)
betrachtet. Fur das gesamte Jahr ergab sich mit 94 % E. faecium-Isolaten eine &hnliche

Verteilung wie in der ersten Jahreshalfte (97 %).

Im Jahresverlauf zeigten sich Haufungen im April und November. Im ersten Halbjahr (n = 80)

wurden deutlich weniger Isolate als im zweiten Halbjahr (n = 109) registriert (Abbildung 41).
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Jahresverlauf: 2012
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Abbildung 41: Jahresverlauf 2012 der VREfm-Erstisolate im Jahr 2012 am UKR (n = 189)

Im Jahr 2012 verteilten sich die Isolate auf 64 % mannliche und 36 % weibliche Patienten. Ab
einem Alter von 40 Jahren wurden deutlich mehr VREfm-Erstisolate nachgewiesen. Es waren
56 % der Patienten 60 Jahre alt oder alter (Abbildung 42). Die Alters- und
Geschlechterverteilung sind im ersten Halbjahr &hnlich, jedoch wurden im gesamten Jahr 2012

deutlich mehr Patienten tiber 60 registriert.
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Abbildung 42: Darstellung der Prozentualen Altersverteilung aller VREfm-Erstisolate am UKR; erstes
Halbjahr und ganzes Jahr 2012 im Vergleich

84



Diskussion

Die Verteilung der Resistenzgene vanA/B war Uber das ganze Jahr 2012 etwas ausgeglichener
als in der ersten Halfte des Jahres. Es waren 65 % aller VREfm-Erstisolate vanB-positiv und
35 % vanA-positiv. Im ersten Halbjahr waren 73 % des Isolate vanB-positiv. So blieb vanB das
vorherrschende Resistenzgen Uber das ganze Jahr. Bei 10 Isolaten konnte ein vanA- und ein

vanB-Gen nachgewiesen werde.

Auch die Haufigkeiten der Virulenzfaktoren im ganzen Jahr 2012 war vergleichbar mit der
ersten Halfte der Jahres 2012. Von allen Erstisolaten im ganzen Jahr 2012 waren 85 %
esp-positiv, 85 % hyl-positiv und 100 % acm-positiv. Auch die Verteilung von esp auf vanA/B
konnte sich bestatigen. Es waren 97 % der vanB-positiven Isolate und nur 63 % der vanA-
positiven Isolate esp-positiv. Die Verteilung von hyl auf vanA/B war relativ ausgeglichen,
wobei wie im ersten Halbjahr auch prozentual mehr vanA-positive Isolate hyl-positiv waren
(96 %). Bei der Betrachtung der Wiederholungen der Untereinheit A wurde im Jahr 2012 die
Untereinheit A nicht oder 1 - 6-mal pro Isolat nachgewiesen. Die Haufigsten Wiederholungen

waren 2 und 5. Im Gegensatz dazu waren im ersten Halbjahr vor allem 4 und 5 vertreten.

Die Verteilung auf unterschiedliche Sequenztypen zeigte im gesamten Jahr 2012 eine grof3ere
Variabilitat. Insgesamt wurden 10 verschieden ST, im Gegensatz zu 7 ST im ersten Halbjahr,
nachgewiesen. Der ST 117 machte 39 % aller Isolate aus. Der ST 192 war fur 31 % und ST 203
fiir 12 % der Isolate verantwortlich. Der ST 18 stellte 10 % aller Isolate dar. Diese Ergebnisse
unterschieden sich von den Ergebnissen fur das erste Halbjahr. Der ST 117 machte im ersten
Halbjahr einen groReren Anteil der Isolate aus (45 %). Dafiir war der ST 192 weniger haufig
vertreten (23 %). Der Anteile des ST 203 (14 %) blieb genauso wie fiir den ST 18 (13 %)
annahernd gleich (Abbildung 43 und 44).
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ST gesamt 2012 ST erstes Halbjahr 2012
m17
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Abbildung 43:  Ubersicht aller ST der VREfm- Abbildung 44: Ubersicht aller ST der VREfm-
Erstisolate im gesamten Jahr 2012 am UKR Erstisolate im ersten Halbjahr 2012 am UKR
(n=189) (n=80)

Die unterschiedlichen Ergebnisse lassen sich gut erklaren, wenn man den Verlauf der zwei
haufigsten ST 117 und 192 betrachtet. Die Nachweise fur den ST 192 stiegen erst zum Ende
des Jahres stark an (Abbildung 45).
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Abbildung 45: Darstellung der beiden haufigsten ST im Jahr 2012 am UKR im zeitlichen Verlauf (n = 132)
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Die Verteilung der Proben im UKR im gesamten Jahr 2012 nach den klinischen Disziplinen
des Epidemiologischen Bulletin 33 von 2013 (71) ist in Abbildung 46 dargestellt. Die meisten
Isolate waren aus der Kategorie ,Inneren Medizin“ (50 %). Die Isolate der
,Hamatologie/Onkolologie* waren am zweithdufigsten (32 %) und die der ,,Chirurgie* am
dritthaufigsten (10 %) vertreten. Die Ubrigen Isolate waren auf die Kategorien
,,Nephrologie/Urologie*, ,,Neonatologie/Padiatrie*, ,,andere* und ,,ambulant* in absteigender

Héaufigkeit verteilt.

Dies ist ein Unterschied zur ersten Halfte des Jahres. Dort wurden die meisten Isolate der
,,Hamatologie/Onkologie* (49 %) zugeordnet. Am zweithdufigsten war die ,,Innere Medizin*
(39 %). Die spricht flr eine deutliche Zunahme der Isolate der Diziplin ,,Innere Medizin“ im
zweiten Halbjahr 2012 (Abblindung 47).

Klinische Disziplin: 2012 Klinische Disziplin: erstes
Halbjahr 2012

3 1.t

= ambulant ® andere

® Chirurgie m Hama/Onko

® [nnere Medizin = Neonatologie/Padiatrie = Chirurgie m Hama/Onko

m Nephrologie/Urologie ® Innere Medizin m Nephrologie/Urologie
Abbildung 46: Klinische Disziplin der VREfm- Abbildung 47:  Klinische Disziplin der VREfm-
Erstisolate im gesamten Jahr 2012 am UKR Erstisolate im ersten Halbjahr 2012 am UKR
(n=189) (n =80)

Betrachtet man die Verteilung der VREfm-Erstisolate auf einzelne Stationen am UKR, sieht
man deutliche Haufungen in den Stationen 20, 21 KMT, 92 und 93, wie auch im ersten
Halbjahr. Im ersten Halbjahr hatte die Station 21 KMT die meisten Nachweise. Betrachtet man
das ganze Jahr 2012, konnten jedoch auf der Station 92 die meisten Isolate registriert werden
(Abbildung 48 und 49).
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Verteilung der ST auf Stationen/ambulant/unbekannt: 2012
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Abbildung 48: Verteilung der VREfm-Erstisolate im gesamten Jahr 2012 am UKR (n = 189) auf Stationen,
ambulant und unbekannt; mit Einbeziehung der ST

Verteilung der ST auf Stationen/ambulant: 1. Halbjahr
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Abbildung 49: Verteilung aller VREfm-Erstisolate im ersten Halbjahr 2012 am UKR (gesamt: 80) auf
Stationen und ambulant; mit Einbeziehung der ST
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Das klinische Material der Proben wurde auch Kategorien des Epidemiologischem Bulletin 33
von 2013 (71) zugeordnet. Die Nachweise konnten groRtenteils der Kategorie ,,Rektal-
[Perianalabstrich/Stuhl* (74 %) zugeordnet werden. 11 % der Isolate waren ,,Abstriche®. Die
Herkunft der anderen Isolate lieBen sich in die Kategorien ,,Bronchoalveoldre Lavage
(BAL)/Sputum/Trachealsekret/Rachenabstrich®, ,,Blutkulture,
,,Katheterspitze*, ,,Punktat®, ,,Urin* und ,Wundabstrich* unterteilen. Diese Verteilung ist
ahnlich zu der ersten Jahreshélfte von 2012 (Abbildung 50 und 51).

,,Drainage/Sekret*,

Klinisches Material: 2012

Klinisches Material: erstes
Halbjahr 2012

m Abstrich

m BAL/Sputum/Trachealsekret/Rachenabstrich
Blutkultur

m Drainage/Sekret
m Katheterspitze
Punktat
m Rektal-/Perianalabstrich/Stuhl
m Urin

m \Wundabstrich

m Abstrich

B BAL/Sputum/Trachealsekret/Rachenabstrich
Blutkultur

m Rektal-/Perianalabstrich/Stuhl

m Urin

m \Wundabstrich

Abbildung 50: Klinisches Material der VREfm-
Erstisolate im gesamten Jahr 2012 am UKR
(n = 189); BAL= Bronchoalveoldre Lavage

Abbildung 51: Klinisches Material der VREfm-
Erstisolate im ersten Halbjahr 2012 am UKR
(n =80); BAL= Bronchoalveoladre Lavage

Im Folgenden werden nun die Ergebnisse des gesamten Jahres 2012 diskutiert.
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4.3 Entwicklung der VRE-Félle

Betrachtet man die Entwicklung der VRE-Falle am UKR vom Jahr 2004 bis zum Jahr 2017
sieht man einen 2-gipfligen Verlauf. Der erste Gipfel war im Jahr 2008 (n = 126). Nach einem
Rickgang im Jahr 2010, stieg die Anzahl der Félle wieder an. So wurden bereits im Jahr 2012
deutlich mehr Félle, als beim ersten Gipfel registriert. Dieser Anstieg hatte seinen Hohepunkt
im Jahr 2013 (n = 557). Seitdem blieben die Zahlen anhaltend hoch. Auffallig ist, dass seit 2013
die Anzahl der mitgebrachten VRE-Falle deutlich hoher ist als die Anzahl der nosokomialen-
Félle (Abbildung 52).

Entwicklung der VRE-Falle am UKR
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Abbildung 52: Entwicklung der VRE-Falle am UKR vom Jahr 2004 bis 2017; unverdffentlichte Daten der
Arbeitsgruppe von Prof. Dr. med. Wulf Schneider der Abteilung flir Krankenhaushygiene und Infektiologie
des UKR

Der Verlauf der VRE-Falle am UKR d&hnelt jenen in ganz Deutschland. Die Analysen am
Nationale Referenzzentrum (NRZ) teilen die letzten drei Jahrzehnte mit VRE in Deutschland
in drei Abschnitte auf. Im ersten Jahrzehnt 1990-2000, in welchem die ersten VRE-Fdlle in
Deutschland bekannt wurden, wurden am UKR noch keine VRE-Fdlle registriert. Im zweiten
Jahrzehnt, welches sich eher durch regionale Ausbriiche auszeichnete, kam es auch am UKR
zu den ersten VRE-Féallen ab dem Jahr 2004. Seit dem letzten Jahrzehnt ab 2010 kann bis heute
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deutschlandweit, wie auch am UKR, ein starker Anstieg von VRE-Isolaten beobachtet werden
(58). So zeigen die Daten der Routine-Diagnostik-1solate der Antibiotic Resistance Surveillance
(ARS) einen Anstieg des VREfm-Anteils von 11,2 % (2014) auf 26,1 % (2017) (64). Auch am
NRZ gehen seit 2015 deutlich mehr VRE-Proben ein und es besteht ein grél3erer Bedarf an
Typisierungen (60 % der Einsendungen am NRZ). Die Typisierungen der Isolate sind mit einem

Verdacht auf Ausbriiche nahezu gleichzusetzen (11).

Der Anstieg von VRE ist multifaktoriell. Ein wichtiger Faktor ist der Selektionsdruck im
Krankenhaus. Durch die Nutzung von Breitbandantibiotika mit ,,Enterokokkenliicke® kommt
es in der intestinalen Bakterienpopulationen zu einer Verschiebung zugunsten der
Enterokokken. Ein weiterer Faktor ist der zunehmende Anteil an &lteren und multimorbiden
Patienten. Auch die Zahl der immunsuprimierten Patienten steigt. Hinzu kommt die Zunahme
an invasiven Behandlungstechniken. All dies erhoht den Anteil der intensivmedizinisch
betreuten Patienten. So entsteht eine vergroferte Risikopopulation fur Enterokokken-/VRE-
Besiedlungen, welche dann zu Infektionen fuhren kénnen. Ein weiterer Grund fur die Zunahme
von VRE-Féllen ist die Verbreitung des CC17, der oft fir Ausbriiche verantwortlich ist (71,
76).

Jedoch kann fiir den beobachteten Anstieg an VRE-Féllen auch ein vermehrtes Screening, wie

es bei einem Ausbruchsgeschehen oder hohen VRE-Fallzahlen der Fall ist, verantwortlich sein.

4.4 Enterokokkenspezies

Die Proben der Stammsammlung aus dem Jahre 2012 wurden zuerst auf ihre Enterokokken-
Spezies untersucht. Es erwiesen sich 94 % als E. faecium-Isolate. Nur die E. faecium-Isolate
wurden genauer auf Resistenz, Virulenzfaktoren, sowie ihren Sequenztyp (ST) untersucht.
Diese Ergebnisse stimmen im Wesentlichen mit den Einsendungen an das NRZ (berein. Dort
konnten in den Jahren 2011/2012 93 % der Isolate E. faecium zugeordnet werden. Eine
Erklarung fiir mehr E. faecium-Isolate als andere Enterokokken-Spezies, auch E. faecalis, ist,
dass vanA-Plasmide einen sehr engen Wirtsbereich haben, der sich meist auf E. faecium
beschréankt. AuBerdem geben E. faecalis effizienter Plasmide, welche die Resistenzgene

enthalten, an E. faecium weiter als umgekehrt (71).
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Als Zweithaufigste Spezies wurde im Jahr 2012 E. gallinarum (sieben Isolate) am UKR
registriert. E. gallinarium- und E. casseliflavus-Isolate besitzen eine vanC-Resistenz, welche
nicht Ubertragbar ist und eine geringere Mortalitat wie E. faecium/E. faecalis mit vanA/B-
Resistenzen aufweisen. Somit sollte man bei einer Vancomycin-Resistenz stets die
Bakterienspezies bestimmen, denn vanC-positive Patienten missen nicht isoliert werden (6,
77-79). Selten werden E. gallinarum-/ E. casseliflavus-lsolate mit einer vanC und einer
vanA/B-Resistenz registriert. Meistens handelt es sich hierbei jedoch um ein E. faecium-Isolat,

welches falsch diagnostiziert wurde (6).

Die Laboanalysen aus den Jahren 2018/19, in welchen grof3teils Screeningabstriche untersucht
wurden, zeigen, dass das Boullionverfahren mit Askulin und Vancomycin (s. 2.21 VRE-
Nachweis durch Screeningabstrich) ein sehr verl&ssliches Screeningverfahren ist. In diesem
wurde die Patientenprobe, keine Einzelkolonie, nach Dunkelfarbung und somit positivem
Ergebnis auf ein Bakterienwachstum weiter untersucht. Dabei wurden die Proben unabhéngig
voneinander auf Resistenzgen und Spezies geprift. Das trotzdem 94 % der Isolate die Spezies
E. faecium und aul3er einer Probe alle E-faecium-Isolate eine Vancomycin-Resistenz aufwiesen

zeigt somit deutlich die Aussagekraft dieses Screeningverfahrens auf VRE.

4.5 Alter und Geschlecht

Die untersuchten Patienten waren zu 64 % mannlich. Ab einem Alter von 40 Jahren wurden
deutlich mehr VRE-Isolate erfasst. 56 % der Patienten waren 60 Jahre oder &lter. Man
beobachtet, dass eher altere Menschen von VRE betroffen sind. Dies ist nicht verwunderlich,
da sie bevorzugt die Risikopopulation fiir eine VRE-Besiedlung/-Infektion darstellen. Patienten
mit  schwerer  Komorbiditdt, Immunsuppression,  hamatologischen  Krankheiten,
vorrausgegangener Antibiotikatherapie sowie langerer Hospitalisierung zé&hlen ebenso wie
Menschen mit schweren Grunderkrankungen, wie Niereninsuffizienz, Karzinomen oder
Transplantationen zur Risikopopulation. Diese Risikofaktoren nehmen auch mit steigendem
Alter der Patienten zu, was die Gefahr fir eine VRE-Besiedlung und/oder -Infektion erhéht (3).
Auch am ARS beobachtete man bei Patienten zwischen 40 und 59 Jahren mehr VRE-positive

Isolate als bei den jlingeren Patienten (64).
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4.6 Resistenzgene

Die Proben aus dem Jahr 2012 wurden auf ihre Glykopeptid-Resistenzgene getestet. Im UKR
war vanB mit 65 % die vorherrschende Resistenz. 35 % der Isolate waren vanA-positiv. Zehn
Isolate waren fur vanA- und vanB-positiv, diese wurden jedoch in den folgenden Ergebnissen
und der oben dargestellten Resistenzgenverteilung immer einem Resistenzgen vanA oder vanB
zugeteilt (s. 2.3.5 Gelelektrophorese). Im Gegensatz dazu war im Jahr 2012 in ganz
Deutschland vanA die vorherrschende Resistenz mit 49,9 %. VanB zeigte eine Anwesenheit
von 40,0 %. Auch in ganz Deutschland waren 0,4 % der Isolate vanA- und vanB-positiv.
Nachdem friiher in Deutschland fast kein vanB vertreten war, wurden seit 2008 immer mehr
vanB-positive Isolaten registriert (71). Seit dem Jahr 2017 wurden nun auch in gesamt
Deutschland erstmals deutlich mehr vanB- als vanA-positive Isolate registriert (11). Seitdem
vermehrt vanB-positive Isolate identifiziert werden, zeigen sich auch mehr Haufungen und
Ausbriiche von Enterokokken. Es ist maglich, dass dies und die steigende Pravalenz von vanB-

Isolaten durch bestimmte Sequenztypen verursacht ist (71).

Ein Problem in der Diagnostik von vanB ist die im Vergleich zu vanA sehr niedrige Expression
der Glykopeptid-Resistenz und somit niedrige Vancomycin-MHK-Werte. Am 01.01.2012
wurden jedoch neue niedrigere MHK-Werte (resistent > 4 mg/l) flir Vancomycin vom
European Committee on Antimicrobial Susceptibility Testing (EUCAST) eingefiihrt, was zu
einer besseren Erfassung der vanB-Resistenz fuhrte. Dies kann deutschlandweit fiir steigende
vanB-Zahlen verantwortlich sein. Dennoch bleiben vermutlich weiterhin viele vanB-positive
Isolate unerkannt, da diese immer noch unter dem festgesetzten MHK-Werten sind. Diese
Isolate werden nicht erfasst und kénnen sich weiter ausbreiten, was ein weiterer Grund fir

steigende Zahlen von vanB-positiven Isolaten sein kann (6, 80).

4.7 Virulenzfaktoren

Die VREfm-Erstisolate im Jahr 2012 wurden auch auf zusatzliche erworbene Gene, welche
Virulenzfaktoren codieren, untersucht. Diese sind besonders oft auf nosokomialen Stdmmen
vorhanden. Sie unterstiitzen die Enterokokken, zum Beispiel bei der Adhésion an Oberflachen
oder die Bildung von Biofilmen. Der Faktor hyl ist selbst kein Virulenzfaktor, weist aber auf

vorhandene Virulenzfaktoren hin (s. 1.4 Virulenzfaktoren). Diese zuvor erwahnten
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nosokomialen Stamme sind meistens Isolate des CC17 (bzw. Klade Al), welcher durch eine
Ampicillin- und eine Chinolon-Resistenz sowie die Anwesenheit von Virulenzfaktoren
charakterisiert wird (s. 1.5 Entwicklung nosokomialer E. faecium-Linien: klonaler Komplex 17
(CC17) bzw. Klade A1). Am UKR wies der GroRteil der VREfm-Erstisolate Virulenzfaktoren
auf. Dies deckt sich mit den Ergebnissen der MLSTypisierung, welche alle VREfm-Erstisolaten
dem CC17 zuordnet.

Am UKR waren 85 % der VRE-Isolate esp-positiv. Auch bei Rice et al. konnte man bei der
Untersuchung von E. faecium-Isolaten aus der USA, Europa und Saudi-Arabien, einen
Zusammenhang zwischen der Glykopeptid-Resistenz und esp sehen. So waren 81 % der
esp-positiven Isolate Vancomycin-resistent (48). Bei den Analysen von Vankerckhoven et al.
von Isolaten aus Europa waren 65 % der E. faecium-Isolate esp-positiv. Sie teilen sich in 77 %
VRE- und 53 % VSE (Vancomycin-sensible Enterokokken) -esp-positiv Isolate auf. Bei den
VRE-Isolaten mit Ampicillin-Resistenz, was auch ein Charakteristikum fur den CC17 ist,

waren 85 % der Isolate esp-positiv (68).

Fur das Gen hyl, welches die Anwesenheit von Virulenzfaktoren anzeigt, waren 85 % der
Isolate am UKR positiv. Die Analysen von Rice et al zeigten, dass 83 % der hyl-Isolate
Vanocmycin-positiv waren (48). Bei Vankerckhoven et al. waren 17 % der Isolate hyl-positiv.
Darunter waren sowohl VRE und VSE. Es zeigte sich auch bei hyl, dass dies eindeutig haufiger
unter Ampicillin-resistenten-Isolaten war. AulRerdem war ein Grof3teil der Isolate esp- und hyl-
positiv (76 %) (68). Auch im UKR waren 71 % der Isolate esp- und hyl-positiv.

Betrachtet man die Isolate am UKR genauer, waren unter den vanB-positiven Isolaten 97 %
esp-positiv. Bei den vanA-positiven Isolaten war der Anteil mit 63 % esp-positiven Isolaten
geringer. Dies konnte man auch in den Jahren 2006/2007 am RKI sehen. Dort waren 73 % der
vanB-positiven Isolate und nur 17 % der vanA-positiven lIsolate esp- und hyl-positiv. Schon
damals war ein Anstieg der vanB-Isolaten zu beobachten, was einen tiber die Rolle von esp und
hyl nachdenken liel. Am RKI wurden auch esp und hyl-positive VSE-Isolate registriert. Da
Enterokokken des CC17 nicht Vancomycin-resistent sein mussen, sollte man auch diese Isolate
beobachten. Denn auch VSE konnen die Resistenzgene erwerben und dann als VRE auftreten
(76).

Die VRE-Isolate wurden auch auf die Wiederholungen der Untereinheit A des Gens esp
untersucht. Die unterschiedlichen Wiederholungen konnen genutzt werden, um

Verwandtschaftsbeziehungen in einem Ausbruch darzustellen (Abschnitt 1.4.1 Enterococcal
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surface protein (esp)). Beim esp-Nachweis waren 2 Proben esp-negativ, welche beim espA-
Nachweis ein positives Ergebnis zeigten. Dies l&sst sich durch einen nicht mehr exakt
passenden Primer fir esp erklaren. Der Genabschnitt espA wurde entweder nicht und in den
Varianten 1-, 2-, 3-, 4-, 5- oder 6-mal nachgewiesen. Die haufigsten Varianten von espA waren
2- und 5-maliges Auftreten der Untereinheit A. Bei der Analyse des esp-Gens fanden Eaton et
al. die Wiederholungen der Untereinheit A von 2 bis 6 mit der Wiederholung 5 als Haufigste
(39). Wenn man espA beim registrierten Ausbruch auf der Station 21 KMT im April (Abschnitt
4.8.2 Ausbruchsgeschehen auf Stationen des UKR) betrachtet, wurden dort nur Isolate mit 4-

oder 5-Wiederholungen oder kein Nachweis der Untereinheit A registriert.

Alle VRE-Isolate am UKR wurden positiv auf acm getestet, was die weite Verbreitung dieses
Virulenzfaktors zeigt. Ahnlich waren die Ergebnisse von Nallaparedy et al. mit 99 % acm-
positiven E. faecium-Isolaten. Sie zeigten aulRerdem den Zusammenhang von acm mit der
Adhasion an Kollagen | von E. faecium-Isolaten. Der GroRteil der Isolate mit einer Adhé&sion
an Kollagen konnte, wie in den Untersuchungen am UKR, dem CC17 zugeschrieben werden.
All dies spiegelt den Beitrag von acm zur Pathogenitat von CC17 wider (53). Insgesamt zeigte
sich somit am UKR eine hohe Préavalenz der Virulenzfaktoren im CC17, was auf die

Pathogenitét dieses Komplexes hinweist.

Die Untersuchung auf hyl und esp wurde lange zum Nachweis von hospital-assoziierten VRE-
Stdmmen genutzt. Die Arbeit von Werner et al. zeigte jedoch, dass der Nachweis eines 1S16-
Elements, welches mit Resistenzen oder genomischen Inseln verknipft ist, sich besser zum
Nachweis von Hospital-assoziierten Isolaten eignet (81). Dennoch kénnen tber den Nachweis
von Virulenzfaktoren gegebenenfalls verwandte Isolate erkannt werden. Man sollte jedoch
beachten, dass sich Virulenzfaktoren, genauso wie die Resistenzgene, auch horizontal

Ubertragen lassen.

Meistens werden die Virulenzfaktoren erst bei VRE-Isolaten entdeckt. Diese konnen aber auch
bei VVSE-Isolaten, welche auch ein Teil des CC17 sind, vorhanden sein. Erst durch zusétzliche
Untersuchungen von VSE-Isolaten wiirde man die eigentliche Verbreitung von CC17 erfahren.
Dies ware auch flr die Pravention der VRE-Verbreitung von Bedeutung, denn aus VSE kdnnen
sich VRE entwickeln. So lang dies jedoch nicht genauer untersucht ist, zeigt die Verbreitung
von Virulenzfaktoren unter VRE- und VSE-Stdmmen die Notwendigkeit von Basishygiene als

PraventionsmafRnahme, auch wenn kein VRE-Nachweis bei einem Patienten vorliegt (82).
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4.8 Epidemiologische Verteilung von MLST

4.8.1 MLST-Sequenztypen

Die Verbreitung von E. faecium im Raum Regensburg war eine Verbreitung des CC17 mit
polyklonaler und horizontaler Ubertragung. Insgesamt wurden 10, mit Isolaten der externen
Krankenh&user und Mehrfachisolaten 14, verschiedene ST nachgewiesen. Alle Isolate waren
Teil des CC17. Die am meisten vertretenen ST waren ST 117 (39 %) und ST 192 (31 %). Somit

waren nur diese fiir 70 % aller Isolate verantwortlich.

Da diese Arbeit ein Teil einer groflen Studie seit 2004 ist, lassen sich die Ergebnisse aus dem
Jahr 2012 mit denen friherer Jahre am UKR (2004 - 2011) vergleichen. Der im Jahr 2012 meist
vertretene ST 117 war schon im Jahr 2011 am h&ufigsten zu finden. Im Jahr 2008 trat er das
erste Mal auf und war bis zum Jahr 2010 nur gering vertreten. Der ST 192 dagegen war in den
Jahren 2007/2008 weit verbreitet. Er erlebte dann einen Riickgang, bis es im Jahr 2012 wieder
zu einem starken Anstieg kam. Der dritthufigste ST 203 (12 %) trat seit dem Jahr 2006 auf
und wurde bereits im Jahr 2011 zahlreich nachgewiesen. Der vierthdufigste ST 18 (10 %) trat
im Jahr 2011 das erste Mal auf. Aufféllig ist auch, dass der ST17, welcher im Jahr 2008 sehr
verbreitet war, 2012 nur noch eine geringe Rolle spielte (2 %). Der ST 80 wurde im Jahr 2012
das erste Mal am UKR registriert. (Abbildung 53).
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Abbildung 53: Darstellung der MLSTypen der VREfm-Erstisolate am UKR 2004-2012
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Vergleicht man die Verteilung auf ST mit den Ergebnissen der MLSTypisierung von
Blutkulturisolaten am NRZ in den Jahren 2011-2012 ergeben sich &hnliche Ergebnisse. Auch
dort waren die ST 117 (26 %), ST 192 (17 %) und ST 203 (10 %) die haufigsten ST. Der ST117
war deutschlandweit bereits 1996-2000 vorhanden. Damals war er esp-positiv, hyl-negativ und
vanA. 2011-2012 zeigte er verschiedene Genotypen. Im Raum Regensburg war der ST 117
vanA- und nur etwas seltener vanB-positiv, zu 95 % esp-positiv und zu 93 % hyl-positiv. Somit
unterscheidet sich der ST 117 von 2012 von jenem in den Jahren vor 2000. ST 192 konnte
bisher fast nur als vanB-positives Isolat nachgewiesen werde. Dies bestatigten auch die Isolate
am UKR, alle waren vanB-positiv. Der ST 203 war 2004/2005 als vanA-Typ in

Stdwestdeutschland vertreten. Im Raum Regensburg war er jedoch nur vanB-positiv (71).

Betrachtet man den zeitlichen Verlauf der ST, welche im Jahre 2012 am UKR registriert
wurden, in ganz Deutschland in den folgenden Jahren, sieht man, dass sich nicht alle langfristig
durchgesetzt haben. Dies wurde auch bei friiher nachgewiesenenen ST beobachtet. MLST-
Untersuchungen von Blutstrom-Isolaten der letzten 10 Jahre am NRZ zeigen, dass der 2012
haufigste Sequenztyp ST 117 (am UKR und am NRZ) weiter anstieg. Die zweit- und
dritthdufigsten ST (ST 192 und ST 203) spielen 2019 nahezu keine Rolle mehr. Im Gegensatz
dazu ist jedoch der am UKR im Jahr 2012 das erste Mal nachgewiesen ST 80 im Jahr 2019 der
zweithdufigste ST (Abbildung 54). Eine Analyse von 169 VREfm-Blutstrom-Isolaten im Jahr
2019 am NRZ zeigte den ST 117 mit 44 % und den ST 80 mit 8 % an (58).
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Abbildung 54: Haufigste MLSTypen der invasiven VREfm-Isolate zwischen 2011 und 2019 (n = 757) am
NRZ, x-Achse: Jahreszahl, y-Achse: Anzahl der Isolate (58)
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Zusatzlich zu den Isolaten des UKRs wurden auch Isolate aus externen Krankenhdusern im
Raum Regensburg archiviert. Dabei lieBen sich gewisse Unterschiede zwischen den
Einrichtungen feststellen. Drei ST kamen nur in externen Krankenhdusern (ST 323, 926 und
992) und funf nur im UKR (ST 17, 78, 80, 233 und 780) vor. ST 117 war am UKR der
meistvertretene ST mit 39 %, in den externen Krankenhédusern sank seine Bedeutung auf 29 %
ab. Im Klinikum AKLEPIOS Bad Abbach kamen fast nur Isolate des ST 117 vor. In den
anderen externen Krankenhdusern war dieser jedoch selten vertreten. Das Krankenhaus
Asklepios arbeitet eng mit dem UKR zusammen, wodurch sich eine &hnliche Verteilung leicht
erklaren l&sst. Bei den tbrigen ST handelte es sich in den externen Krankenhdusern eher um

vereinzelte Nachweise.

Obwohl es das Ziel dieser Stammsammlung war, die Erstisolate aller VRE-positiven Patienten
am UKR zu sammeln, gab es auch Mehrfachisolate. Betrachtet man diese, zeigten sich unter
den Patienten sehr unterschiedliche Entwicklungen. Manche Patienten wiesen Uber Monate
dieselben ST, Resistenzgene und Virulenzfaktoren auf. Bei anderen blieb der ST konstant, aber
einzelne Virulenzfaktoren &nderten sich. In einigen Fallen zeigte sich ein Wechsel des ST.
Manchmal ist es leicht zu erklaren, da die Isolate von unterschiedlichen Korperteilen stammten
und eine gleichzeitige Besiedlung des Patienten mit unterschiedlichen VRE-Stdmmen an
verschiedenen Korperregionen wahrscheinlich ist. Bei bestimmten Patienten &nderte sich aber
auch der ST oder die Virulenzfaktoren, obwohl die Herkunft des Materials konstant blieb. In
diesen Féllen kann sich der ST geédndert haben oder es wurde ein Transposon mit Resistenzen
und Virulenzfaktoren erworben. Genetische Rekombinationen verschiederner ST kommen

ebenfalls als mégliche Erklarung flr die Unterschiede in Betracht.

4.8.2 Ausbruchsgeschehen auf Stationen des UKR

Wenn man die Verteilung von einzelnen ST auf den Stationen betrachtet, sieht man gewisse
H&ufungen. Diese traten besonders auf den Stationen 20, 21 KMT, 92 und 93 auf. Betrachtet
man die ST genauer, sieht man, dass besonders die ST 117 und 192 flr diese Verteilung
verantwortlich sind. Auch im Jahresverlauf dieser beiden ST sieht man, dass diese
Haufigkeitsspitzen aufweisen. Der ST 117 hatte seine Maxima im April und August, der ST
192 im November und Dezember. Fir das in dieser Arbeit genauer bearbeitete erste Halbjahr
2012 war auf den Stationen 21 KMT und 93 ein Ausbruchsgeschehen von VRE bekannt. In
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kurzer Zeit wurden sehr viele VRE-positive Patienten diagnostiziert. Wenn man die VREfm-
Erstnachweise der Station 21 KMT im zeitlichen Verlauf betrachtet, sieht man eine deutliche
Haufung im April. Dieser Anstieg wird vor allem durch des ST 117 verursacht (Abbildung 55).
Auch auf der Station 93 kam es zu einem Anstieg der VRE-Erstnachweise im April durch den
ST 117. Dieser war jedoch zahlenméaRig geringer als auf der Station 21 KMT (Abbildung 56).
Wenn man die Fallzahlen der ST im zweiten Halbjahr betrachtet, kann man davon ausgehen,
dass im zweiten Halbjahr im August ein weiteres mogliches Ausbruchsgeschehen mit ST 117
vorlag. Die hohen Zahlen des ST 192 in November und Dezember lassen ebenfalls ein
Ausbruchsgeschehen vermuten. Man muss jedoch einschrdnkend beriicksichtigen, dass im
Falle eines vermuteten Ausbruchsgeschehens auch vermehrt Screeningabstriche durchgeftihrt
und somit natlrlich mehr VRE-positive Patienten entdeckt werden. Dies kann auch zu einer
Zunahme der Gesamtzahl der VRE-Isolate gefiihrt haben und damit eine Verzerrung gegenuber
den sonst diagnostizierten VRE-Fallzahlen darstellen.
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Abbildung 55: Monatliche Verteilung der VREfm-Erstisolate im ersten Halbjahr 2012 auf der Station 21
KMT (gesamt: 25) unter Einbeziehung der ST
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Abbildung 56: Monatliche Verteilung der VREfm-Erstisolate im ersten Halbjahr 2012 auf der Station 93
(gesamt: 20) unter Einbeziehung der ST

4.8.3 MLST- Verteilung am UKR

Die Einteilung der Isolate nach klinischen Disziplinen am Uniklinikum Regensburg im Jahr
2012 erfolgte nach den veroffentlichten Kategorien des NRZ im Epidemiologischen Bulletin
33 von 2012 (71). Der GroRteil der Isolate stammte aus der Kategorie ,,Innere Medizin“ mit 50
% am zweithdufigsten waren Isolate der ,,Hamatologie/Onkologie* (32 %). Die restlichen
Isolate verteilen sich auf die Kategorien ,,Chirurgie” (10 %), ,,Neonatologie/Padiatrie®,
,,Nephrologie/Urologie*, ,,andere* und ,,ambulant*.

Am NRZ spiegelte sich eine etwas andere Verteilung fur die Jahre 2011/2012 wider. Die
hiufigste klinische Disziplin war die ,,Chirurgie” mit 26 %, darauf folgte die ,,Innere Medizin“
mit 21 %, ,,Hamatologie/Onkologie* mit 6 % und die ,,Intensivtherapie* mit 7 % (71). Fir eine
etwas andere Verteilung am UKR konnten die Ausbruchsgeschehen in den Stationen 21 KMT
und 93 verantwortlich sein (Abschnitt 4.8.2 Ausbruchsgeschehen auf Stationen des UKR).
Diese bewirkten vermutlich eine gehdufte Entdeckung von VRE-Isolaten, da selektiv in diesen
Bereichen vermehrt gescreent wurde und sich somit die Verteilung deutlich verandert haben
konnte. AuBRerdem wurden die Isolate um UKR aus Intensivstationen ihrer jeweiligen

Fachrichtung zugeordnet.
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Vergleicht man die klinischen Disziplinen der registrierten Isolate am UKR jedoch mit den
definierten Risikogruppen fiur ein VRE-Infektion/-Besiedlung kdnnen dies auch am UKR
bestétig werden (s. 1.3 Klinische Relevanz von Vancomycin-resistenten E. faecium-Isolaten
(VREfm)).

4.8.4 MLST-Materialanalyse

Das klinische Material der Proben wurde entsprechend dem Epidemiologischen Bulletin 33 von
2013 kategorisiert (71). Im Jahr 2012 waren am UKR 74 % der Isolate von ,Rektal-
/Perianalabstrichen/Stuhl*. ,,Abstriche waren mit 11 % vertreten. Zusatzlich waren in den
Kategorien ,,BAL/Sputum/Trachealsekret/Rachenabstrich®, ,,Blutkultur®, ,,Drainage/Sekret®,
,,Katheterspitze*, ,,Punktat®, ,,Urin“ und ,,Wundabstrich* Materialien VRE-positiv getestet

worden.

Die Einsendungen am NRZ zeigten fur die Jahre 2011/2012 folgende Verteilung:
Rektalabstrich/Stuhlprobe (27 %), Urin (25 %), unbekannt (15 %), Abstrich (9 %),
Wundabstrich (5 %), Blutkultur (5 %) (71). Screeningabstriche, also ,Rektal-
[Perianalabstriche/Stuhl* stellen demnach die haufigsten Nachweise von VRE dar. Diese sind
von grofder Bedeutung, denn die intestinale Besiedlung ist der erste Schritt zur Kolonisation.
Auch bei Ausbruchsgeschehen, wie sie im Jahre 2012 am UKR aufgetreten war, werden mehr
Screeningabstriche genommen. Dies erklart mit unter den hohen Anteil an ,Rektal/
Perianalabstrichen/Stuhl*“ am UKR.
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4.9 Methodik MLSTypisierung

In der vorliegenden Arbeit wurden die VRE-Isolate mittels MLST analysiert. Diese molekulare
Analyse besteht aus einer Sequenzierung von 7 Housekeeping-Genen (Abschnitt 1.7
Surveillance mit Multi-Locus-Sequenz-Typisierung (MLST)). Bezogen auf das gesamte
Bakteriengenom, stellt dieses Verfahren jedoch nur eine sehr grobe molekulare
Charakterisierung dar. Genetisch eng verwandte Stamme weisen nicht immer ein identisches
MLST-Profil auf (63). Die Mdglichkeit der Sequenzierung des gesamten Genoms durch Whole-
Genom-Sequencing (WGS) hat die molekularen Untersuchungen von Mikroorganismen
revolutioniert. In Australien wurde erstmals ein Single-Nukleotid-Polymporphismen (SNP)
basiertes Verfahren genutzt, in welchem das sequenzierte Genom des Ausbruch-bezogenen
Isolats mit einem Referenzgenom verglichen wurde (83). Es entstanden sehr viel
umfangreichere genetische Profile. Ein Problem bei dieser Untersuchung war jedoch die
Vergleichbarkeit der Sequenzdaten von verschiedenen Studien, da unterschiedliche
Referenzgenome zur Auswertung genutzt wurden. Dieses Problem wurde durch die Einflihrung
des Kerngenom-MLST-Schema (core genome MLST; cgMLST) gel6st, in dem, genauso wie
bei MLST, Varianten zahlreicher Gene miteinander verglichen werden. Flr E. faecium werden
die Sequenzen von 1.423 Genloci des gesamten Genoms miteinander verglichen und somit
Komplextypen (complex types; CT) definiert, welche sich nur in weniger als 15 Genen
unterscheiden. Mit dieser einheitlichen Nomenklatur sind VRE-Stamme auf der ganzen Welt,
genauso wie bei MLST, uber eine Online-Datenbank vergleichbar. Es werden auch die ST im
cgMLST-Schema ausgewertet, sodass die Vergleichbarkeit mit den Ergebnissen der Vorjahre
(ohne WGS) bestehen bleibt. Mit cgMLST kénnen bereits bekannte MLSTypen in mehrere CT
differenziert werden (84).

Bei der Analyse mittels cgMLST werden jedoch nicht alle Gene des bakteriellen Genoms
erfasst. Somit sind die Differenzierungsmaoglichkeiten innerhalb der dominanten CT noch
unzureichend. Um diese zu ermdglichen ware eine SNP-Analyse der einzelnen cgMLST-Gene
oder aller sequenzierten bakteriellen Gene notig. Mit dieser erweiterten bioinformatischen
Analyse kénnte man bestimmen, ob es sich bei Isolaten tatsdchlich um identische oder sehr nah
verwandte Klone handelt (63).

Ein weiteres Problem der genetischen Verwandschaftsanalyse stellt zusétzliches Genmaterial
der VRE in Form von Transposons oder Plasmiden dar, auf welchen hadufig weitere

Resistenzgene- oder Virulenzgene codiert werden. Diese Gene kénnen unter VRE-Stdmmen
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nicht nur vertikal, sondern auch horizontal ausgetauscht werden. Somit kénnen Isolate mit
unterschiedlichem CT, aber denselben Transposons, aber auch unterschiedlichen Transposons
und selbem CT fur ein Ausbruchsgeschehen verantwortlich sein. Durch zusétzliche Analyse
der Transposons zusatzlich zu den CT wiirde die Aussagekraft der cgMLST-Analyse stark
zunehmen. Die Einbeziehung dieser erweiterten genetischen Typisierungsmoglichkeit wird

gerade intensiv erforscht (63, 85).

Seit 2015 werden im NRZ von E.-faecium-Einsendungen aus invasiven Infektionen
Ganzgenomsequenzierungen und anschlieRend eine cgMLSTypisierungen durchgefiihrt (35).
Auch wenn die Bestimmung der cgMLST eine sehr gut Typisierbarkeit bietet, kann aufgrund
der begrenzten Ressourcen nur ein bestimmter Teil von Isolaten im NRZ durch cgMLST
typisiert werden, was z. B. Besiedlungausbriche ausschlieBt (11). Somit wird fir
epidemiologische (berregionale Untersuchungen uber Kolonisation und Infektionen von
Patienten durch VRE, wie auch in der vorliegenden Arbeit, die fir solche Félle ausreichend

diskriminative MLSTypisierung weiterhin verwendet.
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4.10 Praventionsmalinahmen bei VRE

Bei der Pravention von VRE wurde in Deutschland lange Zeit auf vertikale
HygienemaRnahmen gesetzt. Dennoch konnte sich VRE in Deutschland weiter ausbreiten. Erst
mit der Empfehlung ,,Hygienemalinahmen zur Privention der Infektion durch Enterokokken
mit speziellen Antibiotikaresistenzen* (Bundesgesundheitsblatt 10/2018) der Kommission flr
Krankenhaushygiene und Infektionspravention (KRINKO) wurde auf die Einhaltung der
Basishygiene  und  zusétzlich  den  verstirkten  Einsatz ~ von  horizontalen

Invektionspraventionsmalinahmen gesetzt (3, 63).

Die vorliegende Empfehlung erlaubt auf die Einrichtung, je nach Risikoprofil, zugeschnittene
Malnahmen, um nosokomiale Transmissionen und Infektionen durch VRE zu verhindern.
Dabei ist die Basishygiene, insbesondere Handehygiene, die Grundvoraussetzung flr jede
Infektionspréavention. Die Auswahl der MaRnahmen setzt die Kenntnisse Uber die
epidemiologische Situation und die eigenen Risikokollektive im jeweiligen Haus voraus. Zur
VRE-Pravention werden immer Bindel von PraventionsmalRnahmen verwendet. Als mogliche
Teile des MaRRnahmenbiindels empfiehlt die KRINKO Screening, Isolierung in Einzel- oder
Kohortenzimmern sowie die Verwendung von Barrieremalinahmen wie Schutzkitteln und
Handschuhen bei jedem Patientenkontakt, antiseptisches Waschen, intensive Reinigung und
Desinfektion der Umgebung des Patienten und Ausrichtung der Antibiotic Stewardship-
Programme (ABS) auf die Prdavention von VRE-Infektionen. Die wichtigste
Préaventionsmalinahme ist jedoch das Einhalten der Basishygiene, besonders der Hindehygiene.
Durch intensive Schulungen des Personals und des jeweiligen Patienten konnte eine Reduktion
von VRE-Féllen erreicht werden. Dabei ist es wichtig, die Effizienz und Durchfiihrung der
MalRnahmen zu tberwachen, und falls notig (z.B. bei Ausbriichen), weitere Malinahmen in das
jeweilige Bindel einzubeziehen. Bei einer Verminderung von VRE-Fallen kdnnen die

Préaventionsmalinahmen wieder reduziert werden (3).

Das UKR hat nach Betrachtung der Studienlage eigene Empfehlung zu Infektionsprévention
im Umgang mit VRE entwickelt. Das Ziel ist es, etwas starkere MalRnahmen als die KRINKO
(3) aber schwachere MalRnahmen als in der Schweiz (86) anzuwenden, sodass die Ressourcen
des Krankenhauses sinnvoll und risikoadaptiert eingesetzt werden. Der Fokus liegt im UKR
besonders auf horizontalen Malinahmen und molekularepidemiologischen Untersuchungen.
Als Grundlage zur Pravention von VRE werden am UKR folgende MaRRnahmen angewendet:

Verbesserung der Handehygiene-Compliance, Einbeziehung der Patienten in die
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Handehygiene, Verbesserung der Reinigungs- und Desinfektionsleistung und Ausbau und
Verbesserung von ABS-Programmen sowie molekulare Surveillance mittels WGS. Die
horizontale Herangehensweise minimiert nicht nur die VRE-Transmission, sondern dient auch
der Prévention MRE-Infektionen allgemein. Aufl’erdem werden alle Erstisolate von VRE-
Patienten, besonders bei unklaren VRE-Haufungen in bestimmten klinischen Bereichen,
zeitnah sequenziert (Genom-orientierte Infektionspravention) und mittels cgMLST analysiert.
Mit dieser Herangehensweise kann man unterscheiden, ob neue VRE-Stamme von auf3en in das
Krankenhaus getragen wurden oder eine Verbreitung von VRE-Stdammen innerhalb des
Krankenhauses vorliegt. Diese Unterscheidung ist sehr wichtig, um die richtigen Malinahmen
zur  Pravention gezielt einsetzen zu konnen. Dies geschieht aktuell durch
Gesamtgenomsequenzierung. Diese  Sequenzierungen von VRE-Isolaten und die
Zusammenarbeit von MRE-Netzwerken sind wichtige Bausteine im Ubergang von der
Basishygiene zu weiteren regionalen MalRnahmen gegen VRE-Verbreitung (63).

4.11 Ausblick

In den Ergebnissen dieser Arbeit sowie auch in den Zahlen des NRZ spiegeln sich steigende
Zahlen der VRE-Verbreitung wider. Hinzu kommt eine steigende Resistenzrate gegen
Reserveantibiotika. So wurden flr Linezolid am NRZ steigende Resistenzraten von 3 % (2012)
auf 10,4 % (2018) unter den VREfm-Einsendungen beobachtet (11). Es ist somit anzunehmen,
dass VRE auch in Zukunft noch eine groRe Rolle in der klinischen Medizin spielen und diese
vor immer neue Herausforderung stellen werden. So wurden VRE Im Jahr 2017 von der
Weltgesundheitsorganisation (World Health Organisation, WHQO) als resistente Bakterien mit
einer hohen Wichtigkeit identifiziert, fur welche die Notwendigkeit einer neuen Behandlung
besteht (87). Eine besondere Bedeutung obliegt auch dem horizontalen Gentransfer der
Vancomycin-Resistenz an MRSA. Im Jahr 2013 wurde erstmals ein VVancomycin-resistenter
S. aureus (VRSA) in Europa, in Portugal, nachgewiesen (88). Auch wenn solche
Ubertragungen noch selten sind, sollten Koinfektionen von MRSA und VRE verhindert
werden, um den maglichen Gentransfer zu unterbinden (3). Einen weitereren Grund zur Sorge
bereitet auch der Nachweis von VRE mit einer variablen Expression der Resistenz in

Skandinavien (89). Diese Tatsache erschwert den Nachweis und somit auch Behandlung von
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VRE-Infektionen. Bisher wurden variable VRE jedoch noch nicht in Deutschland

nachgewiesen (58).

Anlasslich der Tatsache, dass VRE-Isolate mittlerweile seit 30 Jahren in Deutschland
nachgewiesen werden, wagt das NRZ einen Rick- und auch Ausblick. Dabei wird deutlich,
dass die Entwicklungen von VRE-Stdmmen sowie ihr Reservoir und somit die Zunahme an
VRE-Isolaten bis heute immer noch wenig verstanden sind, was weitere Untersuchungen
notwendig macht. AuBerdem weist das NRZ, aufgrund steigender Resistenzen, auch gegen die
Reserveantibiotika, auf die Dringlichkeit neuer Behandlungsmethoden und einen
verantwortungsvollen Einsatz von Antibiotika hin. Wichtig ist auch eine anhaltende
Surveillance von VRE, um Entwicklungen und Transmissionen von VRE-Stdmmen rechtzeitig
zu erkennen. Damit in Zukunft die besorgniserregenden Resistenzraten von Linezoid-
resistenten Enterokokken beobachtet werden konnen, wurden nun auch gegen diese
Screeningverfahren entwickelt, welche sich jedoch klinisch noch beweisen mussen (58). Um
jedoch die weitere Ausbreitung von VRE, weiterer MRE-Keime und nosokomialer Infektionen
allgemein zu verhindern und somit die uns derzeit zur Verfligung stehenden
Behandlungsmethoden noch langfristig nutzen zu kénnen, muss auch in Zukunft eine gute
Basishygiene durchgefiihrt werden. Besonders die Anwendung von horizontalen
HygienemaRnahmen stellt die wichtigste Barrierefunktion zur Transmissionskontrolle im
Gesundheitswesen dar. Durch eine gute Surveillance soll die Wirksamkeit der Malinahmen
kontrolliert und neu auftretende Stdmme registriert und zeitnah typisiert werden. In
Deutschland sind VRE bei einem groRer werdenden Teil der Patienten verbreitet, sodass sie

uns noch viele Jahre vor groRe Herausforderungen stellen werden (63).
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5 Zusammenfassung

In Deutschland und Europa breiten sich seit 2000 zunehmend Vancomycin-resistente
E. faecium-lsolate (VREfm) aus. Die Verbreitung von VRE ist vor allem durch eine
Verbreitung bestimmter hospital-adaptierter Linien wie den klonalen Komplex 17 (CC17) bzw.
Klade Al verursacht. Um die aktuelle Empfehlung wie die ,Hygienemalnahmen zur
Pravention der Infektion durch Enterokokken mit speziellen Antibiotikaresistenzen*
(Bundesgesundheitsblatt  10/2018) der Kommission fir Krankenhaushygiene und
Infektionspréavention (KRINKO) zur Prévention von VRE umsetzen zu kdnnen, ist ein Wissen
uber die Verbreitung von VRE im eigenen Krankenhaus unumganglich. Die vorliegende Arbeit

ist ein Teil einer VRE-Surveillance am UKR.

Seit 2004 werden alle VVRE-Erstisolate, die am Institut fir Mikrobiologie und Hygiene
Regensburg (IMHR) des Universitatsklinikum  diagnostiziert wurden, in einer
Stammsammlung asserviert. In dieser Arbeit wurden 127 Isolate aus dem ersten Halbjahr 2012
molekulargenetisch untersucht und typisiert. Aus dem UKR stammten 104 Isolate. Bei 80
Isolaten handelte es sich um VRE-E. faecium-Erstisolate (VREfm). Diese VREfm-Erstisolate
wurden mittels Polymerasekettenreaktion (PCR) auf vorhandene Resistenz- und die
Virulenzgene esp-, hyl- acm- und repetitive Genabschnitte der Untereinheit A des Gens esp
untersucht. Es waren 73 % der Isolate vanB- und 27 % vanA-positiv. Dies unterschied sich von
den Ergebnissen in ganz Deutschland im Jahr 2012. Dort war 2012 noch vanA das
vorherrschende Resistenzgen. Das esp-Gen konnte auf 81 % der Isolate und das hyl-Gen auf
81 % der lIsolate nachgewiesen werden. Alle VREfm-Isolate waren acm-positiv. Fur die
Untereinheit A des Gens esp konnten 1 - 6-Genduplikaturen oder keine nachgewiesen werden,

am haufigsten waren 5 Wiederholungen.

Ein zentraler Teil dieser Arbeit war auch die Multi-Lokus-Sequenz-Typisierung (MLST) mit
Bestimmung der Sequenztypen (ST). Der haufigste ST war der ST 117 (45 %), gefolgt vom
ST 192 (23 %). Diese beiden ST waren allein fur 68 % der Isolate verantwortlich. AufRerdem
wurden die ST 17, 18, 78, 203 und 233 identifiziert. Alle Isolate waren Teil des klonalen
Komplex 17 (CC17).

Zusatzlich zur molekularen Typisierung wurden die Patientendaten tber das Krankenhaus, die
Stationsart, die klinische Fachrichtung sowie Art der VRE-Besiedlung erfasst und ausgewertet.
Dies lieB Rickschlisse auf Ausbreitung und H&ufigkeit von VRE im Raum Regensburg,

insbesondere am UKR, zu. Die meisten Isolate konnten im UKR der ,,Hdmatologie/ Onkologie*
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Zusammenfassung

(49 %) gefolgt von der ,,Inneren Medizin® (39 %) zugeordnet werden. Bei 80 % der VREfm-
Erstisolate  handelte es sich um den Standard-Screening-Nachweis , Rektal-
[Perianalabstrichen/Stuhl*. Bei 93 % der Patienten handeltes es sich um eine Kolonisation, nur

bei den restlichen 7 % um eine bakterielle Infektion mit VRE.

Zusétzlich zu den Erstisolaten, wurden von 17 Patienten Mehrfachisolate pro Patienten (ein
Isolat im zweiten Halbjahr 2012) asserviert. Bei 10 Patienten blieben alle
Untersuchungsparameter iber den betrachteten Zeitraum konstant. Bei vier Patienten blieb der
ST konstant, jedoch ein Virulenzfaktor anderte sich. Bei den Ubrigen 3 Patienten konnten

ST-Anderungen nachgewiesen werden.

Es wurden auBerdem 23 Isolaten, von welchen 15 VREfm-Erstisolate darstellten, aus weiteren
Krankenhdusern im Raum Regensburg untersucht. Auch dort war ST 117 der hdufigste ST.
Aullerdem wurden die ST 18, 192, 203 und 721 nachgewiesen. Die Verteilung der
Resistenzgene und Virulenzfaktoren war der am UKR &hnlich.

Am UKR kann, genauso wie in ganz Deutschland, eine Zunahme der VRE-Isolate seit dem Jahr
2004 beobachtet werden. Dabei sieht man, dass oft einzelne ST fir einen Anstieg der VRE-
Félle verantwortlich sind. Der meistvertretene ST &ndert sich jedoch tber die Jahre oft. So
werden stark prévalente ST wieder durch neue ersetzt.

Diese Untersuchungen der VREfm-Erstisolate tragen zu besseren Verstdndnis der VRE-
Verbreitung am UKR bei und machen eine genaue Abstimmung der Praventionsmalinahmen
im Krankenhaus mdglich, um eine weitere Ausbreitung, sowie Infektionen zu verhindern.

Dieses Wissen kann auch fir groRere Krankenhduser in Bayern von Bedeutung sein.
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