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Kurzreferat:

Weltweit und auch in Deutschland nehmen VVancomycin-resistente Enterokokken in Krankenh&usern
zu. In der vorliegenden Arbeit wurde im Zeitraum 2013 bis 2015 die Zunahme von VRE bei Patienten
des Universitatsklinikums Magdeburg (UKMD) untersucht.

Im Rahmen der Untersuchung wurden alle Patienten mit einem positiven VRE-Nachweis erfasst und
Liegedaten, Art des Probenmaterials, Geschlecht und Alter sowie der zeitliche Verlauf der VRE-
Akquirierung ausgewertet. Zusatzlich wurde von allen VRE-Isolaten der Glykopeptid-Resistenzge-
notyp sowie der MLST-Sequenztyp bestimmt.

Der Vergleich der epidemiologischen Entwicklung am UKMD mit den fur Deutschland verfuigbaren
epidemiologischen VRE-Daten fiir stationare Patienten ergab am UKMD einen um circa drei Jahre
verzdgerten Beginn der Zunahme von VRE im Vergleich zu Gesamtdeutschland. Wie in Gesamt-
deutschland war der initiale Anstieg von VRE durch den Sequenztyp ST117 dominiert. Im weiteren
Verlauf etablierten sich dann weitere Sequenztypen und es kam zu einer signifikanten Zunahme des
vanB-Glykopeptid-Resistenzgenotyps. Auf Basis der erhobenen Daten wurden Empfehlungen fir

das VRE-Hygienemanagement abgeleitet.

Schliisselworter:

Enterokokken, VRE, E. faecium, Vancomycin, MLST



Inhaltsverzeichnis

INNAIESVEIZEICNNIS .. ...viiit bbbttt sttt nne s 2
ADKUIZUNGSVEIZEICANIS ...ttt st et saeste e aesreenae st 5
1 BINFUNIUNG. ..ottt bbb n e 6
1.1 ENEEIOKOKKEN ..ottt ettt bbbt 6
1.2 ANtibIOtiKa-RESISTENZEN .....ooiiieicee e 6
1.2.1 Natlrliche, INtrinSiISChe RESISTENZEN........vviiiieeii ettt e raree e 6
1.2.2 Erworbene RESISIENZEN .......ccviieiiieiie et 7

1.3 Hospitalassoziierte E. faeCium-1S0late ..........cccovvvieiiiiieiiiic e 8
1.4 11 {51 ST 1= o S UTURRRSN 8
T = o TTo (=1 T To] Lo o[- USSR 9
151 Populationsstrukturanalyse — Multilocus Sequence Typing........c.ccocevevveriennnenn. 12

1.6 Ursachen des Anstiegs von E. faecium und VRE .........ccccoooii i, 13
1.7 T REIAPIE ettt 15
1.8 Bedeutung der GlyKOpeptid-RESISIENZ.......c.coviveieiiciecece e 16
1.9  Ausbreitungs- und INfeKtioNSPraVENTION .........ccccviiiiiiieiecse e 17
110 ZEel der ArDEIT......c.oieeeieeie e sttt e 18

2 Material Und MELNOUEN ..o e 19
2.1 L T | PSSR 19
2.1.1 BaKLErENSTAMME ..ot 19
2.1.2 (G2 1T RS UROP 19
2.1.3 VerbrauChSMAtErialieN ..........ccccvviiiieieiee s 20
2.14 Chemikalien, Enzyme, Kits, Reagenzien, Losungen und Puffer.............cccccceeee 20
2.1.5 KURUIMBAIBN ...t 21
2.1.6 o 1101 SR 21
2.1.7 Software und INterNEtadreSSEN ........ccvoviiiiiiie e 22

2.2 T a0 T o PSSP 22
221 ProbenmMaterial ...........ccooioiiiiie e 22
2.2.2 1SOHErUNG der DINS......oiiiiieie et 23
2.2.3 Bestimmung des Glykopeptid-ResiStenzgenotyps ........cccvovvvrerenerenienieneenens 23
2.24 Multilocus SEqQUENCE TYPING....cooeiieiiiieie et 23
2.25 Bestimmung der Art des VRE-EIWErDS ........cccoviiiiiiiii e 29
2.2.6 SEALISTIK ...ttt nns 30

3 ETQBINISSE ...ttt 31
3.1 Untersuchungszeitraum und Herkunft der VRE-Isolate.............ccocviiniiiiiiiniiinen 31

3.2 ENtnahmeort der VRE-ISOIALE .....coo ittt e s 32



3.3 Geschlechts- und AItersverteilung ........ccoceoviiee i 33

3.4 Verteilung der Glykopeptid-ResiStenzgenotypen .......ccccveveveiiieveseeriese e 34
34.1 Verteilung der Glykopeptid-Resistenzgenotypen innerhalb der einzelnen
FACNQEDIETE. ... e 35
3.4.2 Verteilung der Glykopeptid-Resistenzgenotypen unter den verschiedenen
[ T LT oSSR 36
3.5 Ergebnisse des Multilocus Sequence TYPINGS .....ccovcvereieeiieieiiee e e 38
351 Verteilung der Glykopeptid-Resistenzgenotypen in Abhangigkeit zum
RTeTo 0T V4 Y o SRS 40
3.5.2 Einordnung der in dieser Arbeit bestimmten Sequenztypen in die E. faecium
POPUIALIONSSITUKTUT ...t 41
3.6 Unterscheidung von nosokomial erworbenen und mitgebrachten VRE-Isolaten ....... 44
3.6.1 Anteile nosokomial erworbener und mitgebrachter VRE-Isolate innerhalb der
einzelnen FaChgebiete .......cooviii i e 45
3.6.2 Anteile nosokomial erworbener und mitgebrachter VRE-Isolate unter den
verschiedenen MaterialiEN..........coovei i et sreeae 46
3.7  VRE-Raten und Ergebnisse des VRE-SCreenings.......ccccocvevvereiieeieseeneseeeesieseennens 47
371 Ubersicht der VRE-positiven Patienten des UKMD und der im Rahmen
dieser Arbeit untersuchten VRE-ISOIAte............ccooeiieiiiiiiiii e 47
3.7.2 VRE-RAIEN ..ottt bt 49
3.7.3 Ergebnisse des VRE-SCIEENINGS ......c..eveiriririiiie it 50
3.8 Analyse der VRE-Isolate von Patienten mit VRE-Infektion...........cccccvvviiiiinennnn, 52
3.8.1 Entnahmeort der Klinischen VRE-ISOIAte.........c.cccoooviiiiviiere e 53
3.8.2 Herkunft der Klinischen VRE-ISOIAE ...........ccooiiiiiniiiiecc e 54
[T 1S S0 1T o o SRR 55
A1 VRE-RAEN ..ot ettt st et neare s 55
4.2  Geschlechts- und AREISVErteilung .........cccooveiiiiiiiierseee e 57
4.3 Herkunft und Entnahmeort der VRE-ISOIAte..........ccccovoiiiiiiiciinicirece e 58
43.1 Herkunft der VRE-ISOIALE .......coovvviiieie e 58
4.3.2 ANLIDIOtIC SLEWArASNID ......eciviiicic e 60
43.3 Entnahmeort der VRE-ISOIAE .........cccvevviieie e 60
4.4  Verteilung der Glykopeptid-ResiStenzgenotypen .......cccovveveveiiieieceesie e 61
441 Verteilung der Glykopeptid-Resistenzgenotypen innerhalb der einzelnen
FaCNQEDIETE. ... .o e 63
442 Verteilung der Glykopeptid-Resistenzgenotypen unter den verschiedenen
[ T LT OSSPSR 64
4.5  Ergebnisse des Multilocus SEqQUENCE TYPINGS ...cvvvverririiririeieieiee e 65
451 MLST-SEUUENZEYPEN ..ttt ettt sttt bbb 65
452 Verteilung der Glykopeptid-Resistenzgenotypen in Abhangigkeit zum
SEOUBNZEYP ..ttt bbb b bbbt 66

453 Einordnung der in dieser Arbeit bestimmten Sequenztypen in die E. faecium
POPUIALIONSSIIUKLUL ...ttt 67



454 Limitationen des MLST und zukiinftige Entwicklung..........c.ccooniiiiiiiinnn 68

4.6  Analyse des VRE-EIWEIDS........cccoi it 70
46.1 Anteile nosokomial erworbener und mitgebrachter VRE-Isolate innerhalb
der einzelnen FAaChQehiete ........cc.ocv e 70
4.6.2 Anteile nosokomial erworbener und mitgebrachter VRE-Isolate unter den
verschiedenen MaterialieN............ooov e 72
O S Tod (<=1 1o o R 72
4.7.1 Screening innerhalb der einzelnen Fachgebiete ... 75
4.8  Epidemiologische Entwicklung nach 2015..........ccccveiiiiciiieie e 77
4.9  Schlussfolgerung fir das Hygienemanagement bei VRE ............ccooiiiiiiiiiciciene 80
5 ZUSAMMENTASSUNG ....cviiiiiitiieeiie sttt sttt et esb e st e e besbeess e besneetesreeneennas 81
B LIteratUurVerZEICHNIS. ... oci ettt ste et re e e 82
7 AbDIlAUNGSVEIZEICANIS ... e e 95
8  TabelleNVErZEICHNIS. ....ccvv it es 96
O ANNANG ettt 97
9.1  Tabellen zu den ReSISLENZIALEN ........cveveriiiiiiiie e 97
9.2 AllelKOMDBINGLIONEN .....cuiiieie e e 99
O B T T a1 Y= Vo [V o TSR 100
L1 EFKIBIUNG ..ottt bt 101

12 CUITICUIUM VI8 .. eee ettt ettt e ettt e e ettt e s ettt e s en et e e e et e s e ntetesaanteeeesanaeeesanrees 102



Abktrzungsverzeichnis

ARS Antibiotika-Resistenz-Surveillance in Deutschland

BAPS Bayesian analysis of the population structure

bp Basenpaare

CcC Klonaler Komplex (clonal complex)

DLV Double-Locus Variante

DNS, DNA Desoxyribonukleinsdure, desoxyribonucleic acid

dNTPs Desoxyribonukleosidtriphosphate

ddNTPs Didesoxyribonukleosidtriphosphate

E. Enterococcus

EARS-Net European Antimicrobial Resistance Surveillance Network

EDTA Ethylendiamintetraacetat (Ethylendiamintetraessigsaure)

HA Hospitalassoziiert/-adaptiert

ITS Intensivstation

ml Milliliter

MLST Multilocus Sequence Typing

MRE Multiresistente Erreger

MRSA Methicillin-resistenter Staphylococcus aureus

n number, Anzahl

NGS Next-Generation Sequencing

NRZ Nationales Referenzzentrum fir Surveillance von nosokomialen Infekti-
onen

PCR Polymerase chain reaction, Polymerasekettenreaktion

PEG Paul-Ehrlich-Gesellschaft

PFGE Pulsfeldgelelektrophorese

RKI Robert Koch-Institut

RNS/RNA Ribonukleinsaure/ribonucleic acid

rpm revolutions per minute/Umdrehungen pro Minute

SARI Surveillance der Antibiotika-Anwendung und bakteriellen Resistenzen
auf Intensivstationen

SLV Single-Locus Variante

SNP Single Nucleotide Polymorphism

ST Sequenztyp

Taq Thermus aquaticus

TBE Tris-Borat-Ethylendiamintetraacetat — Tris-Borat-EDTA, Pufferldsung

TLV Triple-Locus Variante

Tris Tris-(hydroxymethyl-)aminomethan

UKMD Universitatsklinikum Magdeburg

uv Ultraviolett

VRE Vancomycin-resistente Enterokokken

VSE Vancomycin-sensible Enterokokken

WGS Whole-Genome Sequencing

pl Mikroliter

ZVK

Zentraler Venenkatheter




1 Einflihrung

1.1 Enterokokken

Bei Enterokokken handelt es sich um grampositive, Katalase-negative, nicht sporenbildende,
fakultativ anaerobe Kugelbakterien mit einer ausgesprochen hohen Umweltresistenz. Sie tolerieren
pH-Werte von 4,6 bis 9,9 sowie Temperaturen zwischen 5 bis 50 °C, zudem (berstehen sie
Hitzebehandlungen von 60 °C fiir 30 Minuten, 6,5 %ige Kochsalzkonzentrationen oder 40 %ige
Gallesalzkonzentrationen unbeschadet [160,16,185]. Diese Eigenschaften ermdglichen es einigen
Enterokokken-Stdammen wochenlang, teils sogar monatelang auf trockenen, anorganischen Ober-
flachen zu tberleben [164,190].

Enterokokken sind grundsatzlich als fakultativ pathogen einzustufen und gehéren zur
physiologischen Darmflora der Menschen und Tiere [46]. Weitere Kolonisationsorte beim Menschen
sind der Urogenitaltrakt, der Perianalbereich, der Oropharynx sowie Wunden und Ulzera [168]. Die
gewohnlichen Stdmme produzieren keine gewebespaltenden Enzyme oder andere Exotoxine,
weshalb Enterokokken lange Zeit als harmlose intestinale Bakterien ohne klinische Relevanz
betrachtet wurden [108,46].

Mittlerweile gelten manche Enterokokken-Arten jedoch als ernstzunehmende opportunistische
Pathogene, die vor allem nosokomiale Infektionen verursachen (vgl. Abschnitt 1.4 — Infektionen)
[46]. Die klinisch wichtigsten Arten in der Humanmedizin sind E. faecalis und E. faecium [193],
waobei E. faecium ein geringeres Virulenzpotential als E. faecalis besitzt [189,202].

Die epidemiologischen Daten der letzten zwei Jahrzehnte belegen, dass Enterokokken und v. a.
E. faecium immer haufiger flir nosokomiale Infektionen verantwortlich sind [42,19] und heutzutage
zu den zweit- bis dritthdufigsten isolierten Bakterien nosokomialer Infektionen zéhlen [13,32,51].
Zudem besitzen sie noch vor Staphylococcus aureus und gramnegativen Bakterien das hochste
Verbreitungspotential [9,59,202].

Infektionen durch Enterokokken wurden vor 10 bis 15 Jahren in circa 90 % der Félle durch
E. faecalis verursacht. Heutzutage werden diese Infektionen zu circa 40 % durch E. faecium und nur
noch zu circa 60 % durch E. faecalis ausgeldst [177,206,82,162].

1.2 Antibiotika-Resistenzen

1.2.1 Natlurliche, intrinsische Resistenzen

Enterokokken besitzen natrliche, intrinsische Antibiotikaresistenzen, die bereits die Therapieoptio-
nen einschrénken. So haben Cephalosporine eine Enterokokkenliicke und sind dementsprechend un-

wirksam gegen alle Enterokokken [111]. Penicilline wirken gegen Enterokokken deutlich schlechter



als z. B. gegen die nah verwandten Streptokokken, was durch das Penicillin-Bindeprotein 5 (PBP5)
erklart wird, welches eine verminderte Affinitat zu Penicillinen hat [109, 104,111]. Auch semisyn-
thetische Beta-Lactame wie Isoxazolylpenicilline und Monobactame sind wirkungslos [202]. Gegen
Aminoglykoside besitzen Enterokokken eine intrinsische low-level-Resistenz [202]. Zudem zeigen
Fluorchinolone, inklusive der modernen Vertreter der Gruppen 3 und 4, und Trimethoprim/Sulfa-

methoxazol gegen Enterokokken nur eine geringe Wirksamkeit [101,111].

1.2.2 Erworbene Resistenzen

Neben den vorhandenen intrinsischen Resistenzen sind insbesondere E. faecalis und E. faecium in
der Lage, weitere Mehrfachresistenzen zu akquirieren [168,36,191]. An Infektionen beteiligte
E. faecium-Stdmme verfiigen dabei allerdings Uber ein breiteres Spektrum an intrinsischen und
erworbenen Resistenzen als E. faecalis. Diese ermdglichen es ihnen, sich deutlich besser unter einem
vorhandenen Antibiotikaselektionsdruck auszubreiten, weshalb zunehmend mehr nosokomiale
Enterokokken-Infektionen durch E. faecium ausgeltst werden, die zudem schwerer zu therapieren
sind [77,202,147,54].

Die ersten Resistenzen bei E. faecium gegen Ampicillin wurden in den 70er und 80er Jahren
beschrieben [58,49]. High-level Resistenzen gegen Aminoglykoside und Fluorchinolone sowie
Resistenzen gegen Glykopeptide, hier insbesondere Vancomycin, kamen im weiteren Verlauf der
80er Jahre hinzu [90,180,123].

1.2.2.1 Vancomycin-Resistenz

Vancomycin wurde in den 50er Jahren entdeckt und seit den 80er Jahren in wachsendem Mal3e in
der Klinik eingesetzt. Enterokokken mit Gibertragbarer Vancomycin-Resistenz wurden erstmals 1988
zeitgleich in Frankreich und England beschrieben [90,180,95].

Von den bislang isolierten Genen, die die Glykopeptid-Resistenzen vermitteln, sind bisher zwei Kli-
nisch bedeutsam. Das vanA-Gencluster kommt plasmidlokalisiert sowie auf Transposonen liegend
vor und kodiert flr eine Vancomycin- und Teicoplanin-Kreuzresistenz [6]. Es ist sowohl zwischen
verschiedenen Enterokokken-Stdmmen, als auch auf andere grampositive Erreger (bertragbar
[23,91]. Das ebenfalls tibertragbare vanB-Gencluster ist zumeist chromosomal lokalisiert und indu-
ziert eine Vancomycin-Resistenz bei gleichzeitiger Teicoplanin-Sensitivitat [202]. Beide Glykopep-
tid-Resistenzgene werden erst unter dem Selektionsdruck des Glykopeptid-Antibiotikums exprimiert

und sind somit induzierbar. Die Induktion fihrt in der Zellwand der Enterokokken zur Bildung einer



verénderten Glykopeptid-Bindungsstelle, woraus eine verringerte Affinitat des Antibiotikums resul-
tiert [202]. In Deutschland ist die Vancomycin-Resistenz zu circa 99 % auf E. faecium beschréankt
[114,115].

1.3 Hospitalassoziierte E. faecium-Isolate

Annahernd alle klinischen E. faecium-Isolate, die eine Infektion verursachen, sind gegen Ampicillin
resistent und besitzen zumeist auch eine high-level Resistenz gegen Fluorchinolone [18,88,4,83,
157,54]. Die Resistenz von E. faecium gegen Aminopenicilline ist durch Mutation und Uberexpres-
sion des PBP5 bedingt [109,104].

Es handelt sich um Stdmme, die sich neben der Akquirierung dieser Resistenzen sehr gut an das
Krankenhausmilieu angepasst haben. Diese hospitaladaptierten bzw. -assoziierten (HA-) Stamme
zeigen ein erhohtes Ausbreitungspotential im nosokomialen Milieu und besitzen zusétzlich meist
auch bestimmte Virulenz-Determinanten, die ihnen ihre Ausbreitung erleichtern [202,147,177, 182].
Gerade solche Stdmme sind fiir die ansteigenden Kolonisationen und Infektionen von Kranken-
hauspatienten verantwortlich, und bilden ferner das vorwiegende Reservoir fiir die tbertragbaren
Vancomycin-Resistenzen [177,147].

Eine Assoziation der hospitalassoziierten Isolate mit einer Resistenz gegen VVancomycin erwies sich
allerdings als nicht signifikant. Entsprechend ist der Erwerb der Vancomycin-Resistenz keine Vo-
raussetzung fur eine erfolgreiche Ausbreitung dieser E. faecium-Isolate im Krankenhausmilieu. Es
ist vielmehr so, dass diese multiresistenten hospitalassoziierten Isolate erst nach Akquirierung der
Vancomycin-Resistenzdeterminanten (vanA- bzw. vanB-Gencluster) auffallen und im mikrobiolo-

gischen Labor erkannt werden [146,191].

1.4 Infektionen

Bei Menschen flihren Enterokokken inklusive VRE am haufigsten zu langandauernden Darmkolo-
nisationen [131]. Die reine Kolonisation mit diesen Opportunisten gilt als apathogen und asympto-
matisch [111,189]. Kolonisierte Patienten stellen jedoch ein standiges Keimreservoir dar. Ausgehend
von diesem Reservoir kénnen die Enterokokken auf andere Patienten und Mitmenschen sowie die
Umwelt Ubertragen werden, oder es kann nach massiver Proliferation, z.B. nach einer Antibiotika-
therapie, zur Translokation in tiefere Gewebe und entsprechender Ausbreitung in die Blutbahn kom-
men [21,131,44,119,179,30].

Die Infektionsorte sind zumeist in der Nahe des kolonisierten Bereichs. Hierbei handelt es sich vor



allem um Harnwegsinfektionen, katheterassoziierte Infektionen (Harnwegs- und Venenkatheter), in-
traabdominelle und intrapelvine Abszesse sowie Peritonitiden und postoperative Wundinfektionen
(v.a. perianal, perineal und im Abdominalbereich). Uber diese Eintrittspforten kénnen Enterokokken
zudem sekundére Infektionen wie Pyelonephritiden, Cholezystitiden oder lebensbedrohliche Bakte-
ridmien auslésen. Ein hoher Klinischer Stellenwert kommt nach einer bakteriellen Streuung der
Enterokokken-Endokarditis zu [111,96,100,202]. Bei den ausgeltsten Infektionen handelt es sich
zumeist um polymikrobielle Infektionen [32].

Seltenere durch Enterokokken hervorgerufene Infektionen sind Meningitiden, Enzephalitiden, Infek-
tionen der Haut und Weichteile, Infektionen bei Neugeborenen, Atemwegsinfektionen und Osteo-
myelitiden sowie mit Fremdmaterialien assoziierte Infektionen [112,32].

Enterokokken und vor allem E. faecium verursachen allerdings nur selten schwer verlaufende syste-
mische Infektionen, solange die betroffenen Patienten nicht stark immunsupprimiert sind [113,115].
Besonders gefahrdet fir eine, bzw. von einer Enterokokken-/VVRE-Infektion sind entsprechend Pati-

enten mit schwerem Grundleiden und/oder einer Immunsuppression [202].

1.5 Epidemiologie

Krankenhausassoziierte E. faecium-Stamme beziehungsweise VRE werden ahnlich wie Methicillin-
resistente Staphylococci aurei auch in verschiedenen Einrichtungen und Bundesléandern verbreitet,
zum Beispiel durch Patientenverlegung. Durch horizontalen Gentransfer des vanA- bzw. vanB-Gens
konnen so auch innerhalb eines Klinikums verschiedene Klone dieser multiresistenten E. faecium-
Stamme auftreten [78,79].

Erste Haufungen von Infektionen und Besiedlungen in Deutschland mit vanA-positiven VRE wurden
1998/1999 durch das Robert Koch-Institut (RKI), Bereich Wernigerode (NRZ) dokumentiert [78,
144].

Eine deutlich zunehmende Verbreitung Vancomycin-resistenter Enterokokken, sowohl des vanA-
als auch zum Teil des vanB-Typs, wurde jedoch erst 2003/2004 durch das Labor Dr. Limbach und
Kollegen, Heidelberg, in siidwestdeutschen Krankenhdusern dokumentiert, was durch mehrere Aus-
bruche in baden-wirttembergischen Krankenhdusern gekennzeichnet wurde [193].

Die Daten der Resistenz-Surveillance-Systeme PEG, SARI und EARS-Net sowie das NRZ konnten
diese Zunahme von Vancomycin-resistenten Enterokokken in Deutschland bestatigen (vgl. auch Tab.
15 bis 19 im Anhang) [43,83,157,141,4].

In den Folgejahren erreichten die Vancomycin-Resistenzraten zum Teil sehr hohe Werte (Labor Dr.
Limbach 2005-1: 24 %, 2007: 21 %; EARS-Net 2007: 15,3 %) und sanken bis 2009 wieder leicht ab
(Labor Dr. Limbach 2009-2: 13 %; EARS-Net 2009: 6,1 %) [43,54].



Ab 2009 bzw. 2010 dokumentierten alle Surveillance-Systeme einen erneuten Anstieg von VRE in
Deutschland [54]. Es kam erneut zu hohen Werten Vancomycin-resistenter Enterokokken (Labor Dr.
Limbach 2011-2: 21 %; 2012-1: 22 %; EARS-Net 2012: 16,2 %; ARS 2012: 14,8 %; PEG 2010-
2013: 16,6 %), die verstarkt auf eine Zunahme von vanB-positiven Isolaten zurtick-zufuihren waren
[43,4,83].

Von 2012 bis 2015 kam es laut EARS-Net zu einem signifikanten Riickgang von VVancomycin-re-
sistenten E. faecium-Isolaten in Deutschland. Auch das NRZ konnte von 2011/2012 bis 2013/2014
keinen weiteren Anstieg des Anteils VRE/Enterokokken verzeichnen [142].

25,0%
20,0%
15,0%

10,0%

VRE-Rate in Prozent

5,0%
0,0%
1998 2000 2002 2004 2006 2008 2010 2012 2014 2016

—e—Limbach SARI PEG ARS —@—EARS (DE) —@—EARS (EU)

Abbildung 1 E. faecium Vancomycin-Resistenzraten der Jahre 2000 bis 2015 der Surveillance-Systeme
Labor Dr. Limbach und Kollegen (Limbach), Surveillance der Antibiotika-Anwendung und
bakteriellen Resistenzen auf Intensivstationen fiir Deutschland (SARI), Resistenzstudien der
Paul-Ehrlich-Gesellschaft fir Deutschland (PEG), Antibiotika-Resistenz-Surveillance in
Deutschland (ARS), EARS-Net fur Deutschland (EARS (DE)), EARS-Net fiir die EU/EAA
(EARS (EU)), vgl. auch Tab. 15-20 im Anhang

Abbildung 1 zeigt den zeitlichen Verlauf der VRE-Raten der Surveillance-Systeme. Trotz des Riick-
gangs waren bis 2015 weiterhin hohe Vancomycin-Resistenzraten mit Werten von tber 10 % zu
verzeichnen [43,54,83,157,141,4]. Die Verbreitung von VRE konzentrierte sich vor allem auf die
Mitte Deutschlands, wie in Abbildung 2 zu erkennen ist. Dieser sogenannte VRE-Giirtel, der erst-
mals 2011/2012 beschrieben wurde und fiir den bisher noch keine schliissige wissenschaftliche Er-
klarung vorliegt (vgl. Abschnitt 1.6 — Ursachen des Anstiegs von E. faecium und VRE), erstreckt sich
von Nordrhein-Westfalen iber Hessen, Thiringen und Sachsen [141,142,51]. Hier zeigte SARI eine
steigende Haufigkeit mit einer signifikant erhohten Pravalenz von VRE auf Intensivstationen in den
letzten Jahren [148,157,51].
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*

Abbildung 2 Entwicklung der regionalen Verbreitung der VRE-Rate (VRE/100 Enterokokken) bei noso-
komialen Infektionen in ITS-KISS und OP-KISS der Jahre 2007 bis 2014 [142]

In Europa schwankte die Vancomycin-Resistenzrate 2015 zwischen 0.0 % (Estland, Island, Luxem-
burg, Norwegen und Schweden) und 45,8 % (Irland). Deutschland lag dabei tiber dem européischen
Durchschnitt (s.o. u. vgl. Abb. 1 und 3) [148].

Signifikante Steigerungen waren EU/EEA-weit zwischen 2010 (5,6 %) und 2013 (9 %) zu beobach-
ten. Seit 2013 war ein leichter Rickgang zu verzeichnen (2015: 8,3 %) [43].

Proportion of Vancomycin Resistant (R) Enterococcus faecium Isolates in Participating Countries in 2015
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Abbildung 3 Anteil von invasiven Isolaten mit Vancomycin-Resistenz pro Land, EU/EEA Lander, 2015
(ECDC Surveillance Atlas — atlas.ecdc.europa.eu)
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1.5.1 Populationsstrukturanalyse — Multilocus Sequence Typing

Die Entwicklung eines MLST-Schemas fur E. faecium durch Homan et. al. 2002 [67] hat das Ver-
standnis tber die Populationsstruktur dieses Erregers weit voran getrieben.

Der Vorteil des Multilocus Sequence Typings ist die Einfihrung einer unabhéngigen Nomenklatur
und der damit entstandenen Etablierung einer gemeinsamen Typisierungssprache. Da die MLST-
Ergebnisse auf der Auswertung von sieben Housekeeping-Genen und der Kreation eines Allel-Pro-
fils basiert, ist diese Technik bestens geeignet, um laborlbergreifend die Populationsstrukturepide-
miologie von E. faecium zu sammeln und zu vergleichen [67,99,207].

Homan et al. konnten 2002 zeigen, dass sich die zuvor erwahnten hospitalassoziierten Stamme alle
in einer Genogruppe wiederfanden. Jene Stdimme konnten multiresistent, aber ebenso Glykopeptid-
sensibel sein, was auf eine Verbreitung dieser Stamme bereits vor Akquirierung der Glykopeptid-

Resistenzgene hinweist [67,144].

Nachfolgende Studien (ab 2005), die die gewonnen MLST-Daten mit dem fir MLST entwickelten
eBURST-Algorithmus [45] auswerteten, konnten aufzeigen, dass die hospitalassoziierten Isolate sich
genotypisch von den kommensalen Isolaten bei gesunden Menschen und landwirtschaftlichen Nutz-
tieren unterscheiden und eine eigenstandige Subpopulation bilden, die zunachst nach ihrem ange-
nommenen Begrinder ST17 als Clonal Complex 17 (CC17) benannt wurde [205, 87,176,177].

Basierend auf diesen Studien wurde angenommen, dass der CC17 mit ST17 als Begrtnder fiir das

weltweite Aufkommen von nosokomialen VRE verantwortlich war [87].

Im Jahr 2010 zeigten Vergleiche der Whole-genome Sequenzen zweier CC17-Isolate — E1162
(ST17) und U0317 (ST78) — jedoch deutliche Sequenzunterschiede zwischen beiden Isolaten, was
darauf hindeutete, dass die hospitalassoziierten E. faecium-Stdmme nicht von nur einem Vorfahren
(ST17) abstammten [181,208].

Eine weitere daraufhin durchgefiihrte Analyse der Populationsgenetik durch Willems et al. im Jahr
2012 unter Verwendung von Bayesian analysis of the population structure (BAPS) zeigte erneut
signifikante Assoziationen von Krankenhaus- und Nutztierisolaten zu jeweils verschiedenen gene-
tischen Gruppen und bestatigte die Annahme, dass sich die hospitalassoziierten Stdmme nicht aus
nur einem gemeinsamen Vorfahren entwickelt haben. Stattdessen teilen sich die hospitalassoziierten
Stdamme auf drei Hauptkrankenhauslinien (main hospital lineages) auf, die aus den Sequenztypen
ST17, ST18 und ST78 bestehen, die durch eBURST alle dem CC17 zugeordnet worden sind [208].

Im Jahr 2013 bestéatigten weitere Whole-genome sequence (WGS) Analysen die Anordnung der un-
terschiedlichen Isolate in jeweils eigene Gruppen. Der Grofteil der hospitalassoziierten Stamme
wurde der Gruppe Al zugeordnet. Die Nutztier-1solate bildeten die Gruppe A2 und die kommensalen
Isolate die Gruppe B [89]. Pinholt et al. verglichen 2015 Ergebnisse von MLST-Daten mit WGS-
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Daten fur E. faecium-Isolate aus ganz Danemark und fanden eine gute Korrelation. WGS bietet im
Vergleich zu MLST aber eine hohere Diskriminierungsfahigkeit [135].

1.5.1.1 Sequenztypen

Der GroRteil der Blutinfektionen mit (Vancomycin-resistenten) E. faecium-Isolaten in Deutschland
wird hauptsachlich durch Isolate von einigen sehr hdufig vorkommenden MLST-Sequenztypen ver-
ursacht [194]. Dies waren in den letzten Jahren die Sequenztypen ST117, ST203, ST192 und ST17
[141].

Eine Verteilung der hdufigsten MLST Typen von E. faecium aus Blutkulturen des NRZ aus den
Jahren 2011 bis 2014 zeigt Abbildung 4.

Anzahl der Isolate
45
40
35
30

Abbildung 4 MLST-Typen von E.-faecium-Einsendungen aus Blutkulturen mit klinischer Diagnose
Bakteridmie/Sepsis aus den Jahren 2011 bis 2014 (n = 145) [141]

1.6 Ursachen des Anstiegs von E. faecium und VRE

Der rasante Anstieg dieses Organismus kann teilweise durch die intrinsischen und akquirierten An-
tibiotikaresistenzen sowie den Erwerb weiterer genetischer Determinanten erklart werden [64,129,
89,183].

Fur die hospitalassoziierten (HA-) Stdamme wird von einem Evolutionsmodell ausgegangen, bei dem
Stadmme mit einem hohen Potential zur Kolonisation und Infektion durch horizontalen Gentransfer
entstanden sind. Jene Stdmme wurden anschliefend nach Anpassung an die pathogene Nische iso-
liert, was dazu fihrte, dass die Rekombination mit anderen Populationen abnahm [208]. Diese An-

nahme von Willems et al. bestatigt die Beobachtungen, dass Krankenhausisolate eine Vielzahl von
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Resistenzen und Virulenzdeterminanten tragen, die unter den kommensalen Isolaten und Nutztieriso-

laten nicht auftreten.

Leclercq et al. fanden heraus, dass die hospitalassoziierten E. faecium-Stdmme der Gruppe Al
(WGS) eine geringere Fitness in natdrlichen Umgebungen besitzen, sodass sie von anderen
E. faecium-Klonen verdrangt werden [92].

Diese Erkenntnisse verdeutlichen die Nischenspezialisierung an die Krankenhausumgebung und den

Antibiotikaselektionsdruck der hospitalassoziierten Isolate.

Als ein Grund fur den Anstieg von VRE in Europa gilt der massive Einsatz des Vancomycin-Struk-
turanalogons Avoparcin als wachstumsférdernde Substanz in der Tiermast seit den 70er Jahren.
Durch Avoparcin wurden vor allem in der Gefliigelzucht VRE selektiert, die wahrend des Schlacht-
prozesses zur Kontamination des Fleisches mit anschlieRender Kolonisation der physiologischen
Darmflora der gesunden Bevolkerung fiihren konnten. Nach dem Verbot im Jahr 1996 ging die Ko-
lonisation mit VRE unter der gesunden Bevolkerung und der landwirtschaftlichen Nutztierhaltung
allmahlich wieder zurtick [103,122,107,103].

Wie bereits erwahnt unterscheiden sich die isolierten Stdamme von hospitalisierten Patienten und
Nutztieren genetisch so weit voneinander, dass sie jeweils zu verschiedenen Gruppen zugeordnet
werden [208]. Dementsprechend sind antibiotikaresistente Klone, die von Nutztieren stammen, nicht
direkt fur das vermehrte Aufkommen der multiresistenten HA-E. faecium-Stdmme verantwortlich.
Da es sich jedoch bei tierischen Isolaten und bei Isolaten von hospitalisierten und nicht-hospitalisier-
ten Patienten um dieselben Glykopeptid-Resistenzgene handelt, kann davon ausgegangen werden,
dass die Glykopeptid-Resistenzgene von den Nutztierisolaten und den kommensalen Isolaten auf die
HA-Isolate Ubertragen werden kénnen [14,94], was letztendlich zur Zunahme der Vancomycin-Re-

sistenz unter den HA-Stammen fuihren kann.

Der klinische Einsatz von Vancomycin scheint eher weniger fiir die Zunahme von VRE verantwort-
lich zu sein. So zeigen amerikanische Studien zwar eine geringe Verbindung auf, wohingegen Meyer
et al. 2013 [107] keinen signifikanten Zusammenhang zwischen dem Einsatz von Vancomycin und
der VRE-Inzidenz auf deutschen Intensivstationen zeigen konnten.

Ein gesicherter Grund fiir die Zunahme von Enterokokken und damit speziell von hospitalassoziier-
ten E. faecium-Stdmmen sowie VRE ist hingegen der vermehrte und universelle Einsatz prophylak-
tischer und therapeutischer Antibiotika, die zwar ein breites Spektrum an bakteriellen Erregern er-
fassen, aber gegen Enterokokken aufgrund ihrer natlrlichen und/oder erworbenen Resistenzen wir-
kungslos sind. Zu diesen Antibiotika z&hlen vor allem Breitbandantibiotika wie Cephalosporine der

zweiten und dritten Generation (Enterokokkenlicke) und Fluorchinolone (high-level Resistenz bei
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HA-Stdammen) sowie auch Substanzen wie Metronidazol, die gegen Anaerobier wirken. Insbeson-
dere bei oraler Applikation flihren diese antibakteriellen Substanzen durch Unterdriickung der kon-
kurrierenden Flora zur Erh6hung der Kolonisationsdichte der Enterokokken im Gastrointestinaltrakt.
Hochgradige gastrointestinale Kolonisationen fiihren wiederum eher zu Infektionen und erleichtern
die Ubertragung und Ausbreitung der Enterokokken durch fakale Kontamination [28,147,152,179,
139,31,80,51]. Kommt es nun zusétzlich zu einem erhohten Einsatz von Glykopeptiden, besteht die
potentielle Gefahr einer weiteren Erhéhung des Selektionsdruckes in Richtung VRE [145].

Durch den demographischen Wandel kommt es zudem zu einer deutlichen Verschiebung der Patien-
tenpopulation mit zunehmend é&lteren, multimorbiden Patienten, einer Zunahme der Patienten mit
schweren Grunderkrankungen und/oder Immunsuppression und einer steigenden Anzahl invasiver
Behandlungstechniken und intensivmedizinisch betreuter Patienten. Insbesondere diese Personen
zéhlen zur Risikopopulation fiir Enterokokken- beziehungsweise VRE-Besiedlungen und -Infektio-

nen, was als weiterer Grund flr die Zunahme von Enterokokken-Nachweisen gilt [145,191,147].

Auch eine gesteigerte Aufmerksamkeit fur multiresistente Erreger (MRE) sowie eine veranderte
Sachlage bezuglich MRE durch eine Novellierung des Infektionsschutzgesetztes erhéht allgemein
das Screeningaufkommen in Risikobereichen und bei Risikopatienten, was wiederum zum verstark-

ten Isolieren und Erkennen von VRE fiihrt [79].

Als Hypothese fiir die regionalen Unterschiede der VRE-Raten in Deutschland (VRE-Giirtel) wird
ein unterschiedlicher Antibiotikaverbrauch in Erwégung gezogen. Separate Daten zum Antibiotika-

einsatz der verschiedenen Bundeslander gibt es allerdings bisher noch nicht [51].

1.7 Therapie

Eine Therapie richtet sich ausschlief3lich auf eine durch Enterokokken ausgeldste Infektion. Therapie
der Wahl bei E. faecalis-Infektionen ist die Gabe eines Aminopenicillins ggf. in Kombination mit
einem Aminoglykosid [111]. Bei E. faecium ist Vancomycin die Standardtherapie, da Ampicillin
meist unwirksam ist. Bei schweren Infektionen auch in Kombination mit einem Aminoglykosid
[146,28,147].

In der Therapie der Vancomycin-resistenten Enterokokken muss gegenwaértig wegen der zunehmen-
den Resistenzen immer haufiger auf alternative Reserveantibiotika zurlickgegriffen werden. Somit
sind Antibiotika wie Linezolid, Tigecyclin. Daptomycin oder Quinupristin /Dalfopristin (in Deutsch-
land seit 2007 nicht mehr erhéltlich [141]) oft die letzte Therapieoption [213,202].
Besorgniserregend ist dabei die Zunahme von Klinischen E. faecium-Isolaten, die bereits gegen diese

Reserveantibiotika, besonders Linezolid, resistent sind. Zwar sind solche Isolate noch relativ selten
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und zumeist Glykopeptid-sensibel. VRE-Isolate mit diesen Resistenzdeterminanten wurden jedoch
schon beobachtet und sind bereits in den deutschen Krankenh&usern vorhanden. Der Anstieg der
Resistenzen gegen die genannten Reserveantibiotika hangt vermutlich mit dem zunehmend néti-
gen klinischen Einsatz dieser Substanzen zusammen [1,110,158,121,200,201,198,202,141,54].

Da hdufig Multiresistenzen vorliegen, ist es schwer eine einheitliche Therapieempfehlung abzuge-
ben. Es muss im Einzelfall unter Berucksichtigung aller Informationen zum betreffenden Erreger-
stamm das passende Antibiotikum ausgewéhlt werden [189,78,202]. Eine mdgliche chirurgische Sa-

nierung eines Infektionsherdes sollte in jedem Fall friihzeitig erfolgen [164].

1.8 Bedeutung der Glykopeptid-Resistenz

Sanierungsschemata, wie flr Methicillin-resistente Staphylococcus aureus (MRSA), existieren flr
VRE nicht, da der gesamte Gastrointestinaltrakt das Reservoir darstellt und eine erfolgreiche Sanie-
rung unwahrscheinlich ist. Laut Mutters et al. [115] liegen keine ausreichenden Daten (iber die Dauer
einer Kolonisation und die Raten einer eventuellen Rekolonisation vor. Es gibt jedoch Hinweise,
dass zumindest ein Teil der Patienten langfristig kolonisiert bleibt [74,184,93,130].

Die Konsequenzen von Infektionen mit Vancomycin-resistenten Enterokokken sind oft schwerwie-
gender als Infektionen mit Vancomycin-sensiblen Enterokokken. Eine Infektion mit VRE erhoht die
Wahrscheinlichkeit eines Therapieversagens, verlangert haufig den Krankenhausaufenthalt, und bei
invasiven Infektionen gilt eine Vancomycin-Resistenz bereits als unabhangiger Risikofaktor fir eine
erhéhte Mortalitat [131,28,155].

Auch Carmeli et al. [17] konnten in einer Studie nachweisen, dass eine VRE-Infektion zu haufigeren
Verlegungen auf die Intensivstation, haufigeren operativen Interventionen, erhdhter Mortalitat, einer
langeren Verweildauer im Krankenhaus und zu erhdhten Kosten pro Patient fihrt. In verschiedenen
Studien [17,167,170] werden die Zusatzkosten in Krankenhdusern bei VRE-Infektionen mit 13.000
bis 81.000 Dollar pro betroffenem Patient angegeben.

Neben der Gefahr der weiteren Ausbreitung Vancomycin-resistenter E. faecium-Isolate oder einer
Zunahme von Vancomycin-resistenten E. faecalis-lsolaten, die eine hohere Pathogenitit als
E. faecium aufweisen, kann es auch zur Ubertragung der Glykopeptid-Resistenzgencluster auf
andere grampositive Erreger kommen. So wurden bereits vanB-positive Streptokokken (Strepto-
coccus bovis) und vanA-positive Staphylokokken (Staphylococcus aureus) beschrieben [81,26,197,
11]. Die grofiite Besorgnis liegt darin, dass dieser Genaustausch nicht mehr behandelbare Infektionen
zur Folge haben kann, was bereits 2012 in Brasilien bei einer polymikrobiellen Blutstrominfektion,
bei der ein bereits Methicillin-resistenter Staphylococcus aureus-Stamm das vanA-Gen von Entero-
kokken erwarb, eintrat [151,128].
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1.9 Ausbreitungs- und Infektionspravention

Die Konsensusempfehlung Baden-Wrttemberg zum Umgang mit Patienten mit GRE/VRE aus dem
Jahr 2006 sowie die Deutsche Gesellschaft fiir Hygiene und Mikrobiologie (DGHM) mit ihren Emp-
fehlungen zur Prévention und Kontrolle der Ausbreitung von VRE aus dem Jahr 2007 beschéftigten
sich bereits Anfang der 2000er Jahre ausflhrlich mit der Problematik der Ausbreitungs- und Infek-
tionspravention [11,184,145]. 2013 verdffentlichten Mutters et al. einen Ubersichtsartikel zur Kon-
trolle von VVancomycin-resistenten Enterokokken im Krankenhaus, der die Problematik erneut auf-
nahm und die vorherigen Empfehlungen in Bezug auf die teils begrenzten Krankenhausressourcen,
personell wie finanziell, eher kritisch hinterfragte und wiederum weitere Empfehlungen zum richti-
gen Umgang mit VRE abgab [115].

Die Kommission fiir Krankenhaushygiene und Infektionspravention (KRINKO) beim RKI versuchte
wahrend der Anfertigung dieser Arbeit die bisher als erfolgsversprechend geltenden MalRnahmen zur
Pravention von VRE-Kolonisationen und -Infektionen durch Studien und Literaturangaben zu bele-
gen und hat 2018 eine erneuerte Empfehlung zum Umgang mit Patienten mit Infektion oder Koloni-
sation mit VRE herausgebracht [84]. Die Literatur sei, auch aufgrund schlechter Studienmodelle,
voll mit unterschiedlichen Aussagen zur Effektivitat einzelner Maltnahmen [84]. Wirklich erfolgs-
versprechend scheine nur die Anwendung von Biindeln verschiedener MalRnahmen wie aktives und
passives Screening, Isolierung, erweiterte Barrieremalinahmen mit Kitteln und Handschuhen sowie
allgemein verbesserte Hygiene und Desinfektion zu sein [84]. Grundlegend neue Empfehlungen im
Vergleich zu den zuvor genannten Verdffentlichungen gab es keine.

Da die Ubertragung von VRE weitestgehend liber die Hande und Giber kontaminierte Gegenstande
oder die kontaminierte Patientenumgebung erfolgt, zdhlen die Standardhygiene mit taglicher Des-
infektion der patientennahem Flachen und des FuBbodens, sowie die Handedesinfektion zu den zent-
ralen Manahmen der Ausbreitungs- und Infektionspravention [11,153,184,84]. Ebenso gelten akti-
ves, risikobasiertes und passives Screening zur Detektion von kolonisierten Patienten als wesent-
licher Bestandteil erfolgreicher MalRnahmenbiindel [188,84]. Die anschlielRende Isolierung der ent-
deckten kolonisierten wie auch der infizierten Patienten in Einzelzimmern beziehungsweise in Ko-
horten mit eigener Nasszelle ist vor allem in Risikobereichen unabdingbar. Es muss jedoch darauf
geachtet werden, dass VRE-Besiedelte von MRSA-Besiedelten bzw. MRE-Besiedelten strikt ge-
trennt werden, um die Ubertragung der Glykopeptid-Resistenz auf MRSA oder andere Erreger zu
unterbinden [11,153,84]. Zusétzliche Barrieremainahmen wie das Tragen von Einmalhandschuhen
und eines langdrmeligen Schutzkittels kdnnen neben einem patientenbezogenen Einsatz von Pfle-
geutensilien ratsam sein [11,184,145,115,84]. Daneben gilt antiseptisches Waschen bei Patienten mit
ZVK [29] und auf Intensivstationen [22,84] als erfolgsversprechend. Eine der wichtigsten praven-

tiven Mallnahmen zur Einddmmung der Verbreitung von Vancomycin-resistenten Enterokokken,
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aber ebenso aller anderen multi-resistenten Erreger, ist der kritische und kontrollierte Einsatz von
Antibiotika [153,11]. Vorrangiges Ziel ist die Pravention von nosokomialen Infektionen [84].

Genaue Anweisungen und MalRnahmenempfehlungen zur jeweils individuellen Situation und der
epidemiologischen Lage der jeweiligen Einrichtung sind dem Bericht der KRINKO [84] zu entneh-
men und missen individuell abgestimmt werden. Voraussetzungen hierzu sind jedoch Kenntnisse
zur epidemiologischen Situation und den Gegebenheiten der jeweiligen Einrichtung, weshalb die
durchgefuhrte Surveillance und die Ergebnisse dieser Arbeit fiir die Optimierung des Hygienemana-

gements am Universitatsklinikum Magdeburg (UKMD) entscheidend sind.

1.10 Ziel der Arbeit

Seit 2005 wird international und auch in Deutschland eine Zunahme von Vancomycin-resistenten
Enterokokken beobachtet. Ziel dieser Arbeit war es, epidemiologische Daten zum VVorkommen von
VRE am Universitatsklinikum Magdeburg (UKMD) zu sammeln und diese regionalen Daten im na-
tionalen Kontext zu bewerten, um mégliche Riickschliisse fiir die Optimierung des Hygienemanage-
ments von VRE im Krankenhaus zu ziehen. Dazu wurden Vancomycin-resistente E. faecium-Isolate
aus Screeninguntersuchungen im Rahmen von Aufnahme- und Querschnittsuntersuchungen sowie
aus klinischen Untersuchungsmaterialien stationérer Patienten tber einen Zeitraum von drei Jahren
(2013-2015) mittels Multilocus Sequence Typing untersucht und eine anschlieBende Populations-
strukturanalyse durchgefuihrt. Ergédnzend dazu wurden die VRE-Isolate hinsichtlich der Liegedaten
der Patienten, der Art des Probenmaterials, der Geschlechts- und Altersverteilung, des Glykopeptid-
Resistenzgenotyps und des Zeitpunkts der VRE-Akquirierung wahrend des stationdren Aufenthaltes

der Patienten analysiert.
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2 Material und Methoden

2.1 Material

2.1.1 Bakterienstamme

Bei den in dieser Arbeit untersuchten VVancomycin-resistenten E. faecium-Isolaten handelte es sich

um Isolate aus Screeninguntersuchungen und klinischen Materialien, welche aus diagnostischen

Grinden eingesandt wurden, wobei jeweils nur Erstnachweise und keine Folgeisolate (Copy-Strains)

einbezogen wurden. Die Stdimme wurden in einem Zeitraum von Januar 2013 bis Dezember 2015

am Universitatsklinikum Magdeburg asserviert.

2.1.2 Gerate

BioRobot® EZ1 DSP

QIAGEN GmbH, Hilden, Deutschland

Brutschrank

Hausintern
Pfeuffer GmbH, Marktsteft, Deutschland

Geldokumentationssystem

- UV-Transilluminator (Gel Logic 100 Imaging System)
Kodak GmbH, Stuttgart, Deutschland

- Drucker ,,Copy Processor P91D"

Mitsubishi Electronic Europe B.V., Ratingen, Deutschland

Gelelektrophoresesystem

MUPID-exU Horizontal Electrophoresis System
ADVANCE Co., Ltd., Tokyo, Japan

Gelkammer Mupid-exU Gel Casting Set
ADVANCE Co., Ltd., Tokyo, Japan
Impfosen GREINER BIO-ONE,
Frickenhausen, Deutschland
Magnetrihrer IKAMAG REO

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

Mikrowellengerat

SAMSUNG MIKROWELLENGERAT M1712N
Samsung Electronics GmbH, Schwalbach, Deutschland

PCR-Thermocycler

- GeneAmp® PCR System 9700

Applied Biosystems by Thermo Fisher Scientific, Waltham,
Massachusetts, USA

- Rotor-Gene Q Thermocycler

QIAGEN GmbH, Hilden, Deutschland

Pipetten

Eppendorf® Reference®, Eppendorf AG, Hamburg,
Deutschland

Sequenzierer

Applied Biosystems 3130xI Genetic Analyzer
Applied Biosystems by Thermo Fisher Scientific, Waltham,
Massachusetts, USA

Vitek 2 bioMérieux, Marcy 1’Etoile, Frankreich
Vitek MS bioMérieux, Marcy I’Etoile, Frankreich
Vortexgerat Mono-Mixer

Sarstedt, Nimbrecht, Deutschland
Wasserbad Wasserbad GFL 1003

GFL Gesellschaft fur Labortechnik mbH, Burgwedel,
Deutschland

Zentrifugen

- ABBOTT LABS TDX Centrifuge

Abbott Laboratories, North Chicago, Illinois, USA
- Eppendorf Centrifuge 5415 C

Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland
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2.1.3 Verbrauchsmaterialien

96-Well-Platte

96-Well Optical Reaction Plate
Abbott Laboratories, North Chicago, Illinois, USA

Mikrotiterplatte

Nunc™ MicroWell™ Platten mit Nunclon™
Delta Oberflache
Fisher Scientific AG, Reinach, Schweiz

PCR-Reaktionsgefale

Sapphire PCR-Reaktionsgefale 0,2ml
Greiner Bio-One GmbH, Frickenhausen, Deutschland

Pipettenspitzen

TipOne®-Pipettenspitzen rer Filter, Steril
Starlab Deutschland GmbH, Ahrensburg, Deutschland

Reaktionsgeféalie

- Biosphere® SafeSeal Tube 1.5ml

Sarstedt, Nimbrecht, Deutschland

- Eppendorf® Biopur® Safe-Lock Tubes 1,5ml
Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland

2.1.4 Chemikalien, Enzyme, Kits, Reagenzien, Losungen und Puffer

Agarose peqGOLD Universal-Agarose, Peqglab®
VWR Life Science Competence Center, Erlangen, Deutsch-
land

Aqua dest (H20) Water for molecular biology

PanReac, AppliChem GmbH, Darmstadt, Deutschland

artus® VanR QS-RGQ Kit

QIAGEN GmbH, Hilden, Deutschland

AVE-Puffer

EZ1 Virus Mini Kit
QIAGEN GmbH, Hilden, Deutschland

BigDye® Terminator v3.1 Ready Re-
action Mix

BigDye® Terminator v3.1 Cycle Sequencing Kit
Applied Biosystems by Thermo Fisher Scientific, Waltham,
Massachusetts, USA

BigDye® Terminator v1.1 & v3.1 5X
Sequencing Buffer

Applied Biosystems by Thermo Fisher Scientific, Waltham,
Massachusetts, USA

Carrier-RNA

EZ1 Virus Mini Kit
QIAGEN GmbH, Hilden, Deutschland

DNA Gel Loading Dye (6X)

Thermo Scientific by Thermo Fisher Scientific, Waltham,
Massachusetts, USA

dNTPs

Roche Diagnostics GmbH,
Mannheim, Deutschland

DyeEx 2.0 Spin Kit

QIAGEN GmbH, Hilden, Deutschland

Ethidiumbromidldsung

1 %ige Losung in Wasser (10 mg/ml)
Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe, Deutschland

EX0oSAP-IT®

ExoSAP-IT® PCR Product Cleanup
Affymetrix by Thermo Fisher Scientific, Waltham, Massa-
chusetts, USA

GeneRuler 100 bp Plus DNA Ladder

Thermo Scientific by Thermo Fisher Scientific, Waltham,
Massachusetts, USA

Hi-Di™ Formamide

Applied Biosystems by Thermo Fisher Scientific, Waltham,
Massachusetts, USA

HotStarTaq HotStarTag DNA Polymerase
QIAGEN GmbH, Hilden, Deutschland
Puffer 10x HotStarTag DNA Polymerase

QIAGEN GmbH, Hilden, Deutschland

Tris-Borate-EDTA buffer: 5x con-
centrate

Sigma-Aldrich Chemie GmbH,
Steinheim, Deutschland
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2.1.4.1 Herstellung von 1,5 %igem Agarosegel

1. Herstellung von 5x TBE-Puffer

—  Tris-Borate-EDTA Buffer mit 1L Aqua dest I6sen

—  Mit Magnetriihrer riihren lassen, bis die Ldsung klar ist

2. Herstellung von 1x TBE

— 200 ml 5x TBE-Puffer und 800 ml Aqua dest zusammengeben

3. Herstellung von 1,5 %igem Agarosegel

— 69 Agarose mit 400 ml 1x TBE-Puffer mischen

— Agarose-TBE-Gemisch in der Mikrowelle solange erwarmen, bis die Lésung zu kochen beginnt und

keine Agarosereste mehr zu sehen sind

— 20 pl Ethidiumbromidldsung hinzugeben

— Flussiges Gel im Wasserbad bei 65 °C aufbewahren

2.1.5 Kulturmedien

BD Columbia Agar mit 5 % Schafs-
blut

Becton Dickinson GmbH, Heidelberg, Deutschland

chromID® VRE

bioMérieux Deutschland GmbH, Nirtingen, Deutschland

Cryobank-Stammhaltungssystem

Mast Diagnostica GmbH, Reinfeld, Deutschland

2.1.6 Primer

Die in dieser Arbeit verwendeten Primer fir die Amplifikation und Sequenzierung wurden von der

Firma Eurofins Genomics, Ebersberg, Deutschland bezogen.

Tabelle 1 Vorwartsprimer fur die Amplifikation und Sequenzierung
Locus Name Vorwarts (5" 2 3)
adk adkln GAACCTCATTTTAATGGGG
atpA atpAln TTCAAATGGCTCATACGG
ddl ddil GAGACATTGAATATGCCTTATG
gdh gdhl GGCGCACTAAAAGATATGGT
gyd gydl CAAACTGCTTAGCTCCAATGGC
purK purKln CAGATTGGCACATTGAAAG
pstS pstSin TTGAGCCAAGTCGAAGC

Sequenzlénge
437 bp
556 bp
465 bp
530 bp
395 bp
492 bp
583 bp
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Tabelle 2 Rickwartsprimer fur die Amplifikation und Sequenzierung

Locus Name Ruckwarts (5= 3) Sequenzlange
adk adk2n TGATGTTGATAGCCAGACG 437 bp
atpA atpA2n AGTTCACGATAAGCAACAGC 556 bp
ddl ddl2 AAAAAGAAATCGCACCG 465 bp
gdh gdh2 CCAAGATTGGGCAACTTCGTCCCA 530 bp
gyd gyd2 CATTTCGTTGTCATACCAAGC 395 bp
purK purK2n TTCATTCACATATAGCCCG 492 bp
pstS pstS2 CGTGATCACGTTCTACTTCC 583 bp

2.1.7 Software und Internetadressen

goeBURST goeBURST Version 1.2.1 [47]
http://www.phyloviz.net/goeburst/

Hybase Statistik EpiNet AG, Bochum, Deutschland

Mega6 Molecular Evolutionary Genetics Analysis Version 6.0
[172]
http://www.megasoftware.net/

MLST Database https://pubmlst.org/efaecium/ [70]

Primer http://efaecium.mlst.net

seqA6-Software Sequencing Analysis Software v6.0

Applied Biosystems by Thermo Fisher Scientific, Waltham,
Massachusetts, USA

SPSS Statistics IBM SPSS Statistics, Version 24
IBM Deutschland GmbH, Ehingen, Deutschland

2.2 Methoden

2.2.1 Probenmaterial

Die insgesamt 276 analysierten Vancomycin-resistenten E. faecium-Isolate stammten aus dem Cryo-
bankstammbhaltungssystem der Routine-Diagnostik des Instituts fir Medizinische Mikrobiologie und

Krankenhaushygiene, Universitatsklinikum Magdeburg.

Zur Rekultivierung der bei -80 °C in dem Cryobankstammhaltungssystem eingefrorenen Enterokok-
ken-lsolate wurden die entsprechenden Kryordhrchen aufgetaut und anschlieRend ein enthaltendes
Glaskugelchen mit den daran anhaftenden Bakterien-lIsolaten auf Columbia Agar mit 5 % Schafsblut
ausgestrichen und bei 37 °C flr 24 Stunden im Brutschrank bebriitet und erneut unter gleichen Be-

dingungen subkultiviert.
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2.2.2 lIsolierung der DNS

Die Isolierung der DNS erfolgte mit dem EZ1 Virus Mini Kit v2.0 und dem BioRobot EZ1 der Firma
Qiagen. Hierflr wurden per Impfose je 1-2 Kolonien der Bakterienstdmme in ein 2 ml Probengefaf
mit 200 ul Aqua dest Ubertragen. In einem weiteren 1,5 ml Reagenzgefal? wurden 60 ul des Elu-
tionspuffer-Gemisches, das aus 56,4 ul AVE-Puffer sowie 3,6 ul Carrier-RNA besteht, vorgelegt.
AnschlieBend wurde der BioRobot EZ1 nach Herstellerangaben mit den dem EZ1 Virus Mini Kit
v2.0 beiliegenden Reagenzkartuschen, Pipettenspitzen und leeren 1,5 ml ElutionsgefaRen sowie den
vorbereiteten Proben- und Reaktionsgefafie bestiickt [137]. Nach ca. 45 Minuten konnten die 1,5 ml
Elutionsgefalie, die die isolierte DNS enthielten, enthommen und die verwendeten Verbrauchsmate-

rialien verworfen werden.

2.2.3 Bestimmung des Glykopeptid-Resistenzgenotyps

Zur Bestimmung der vanA- bzw. der vanB-DNS wurde das artus® VanR QS-RGQ Kit, ein
gebrauchsfertiges System fir den Nachweis der vanA- und vanB-DNS, mithilfe der Polymerase-
Kettenreaktion, eingesetzt. Dies in Kombination mit dem Rotor-Gene Q Thermocycler der Firma

Qiagen. Hierzu wurde mit der extrahierten DNS nach Herstellerangaben vorgegangen [138].

2.2.4 Multilocus Sequence Typing

Die MLST-Bestimmung zur Identifizierung der verschiedenen Sequenztypen wurde geméaRi der von
Homan et. al 2002 [67] entwickelten Methodik fur E. faecium durchgefuhrt.

Interne Fragmente von sieben ausgewahlten Haushaltsgenen mit einer L&nge von ca. 400- bis 600-
Basenpaaren wurden hierflr mittels PCR amplifiziert und sequenziert, woraus sich fiir jedes Isolat
ein bestimmtes Allel-Profil ergab. Der Sequenztyp wurde im Anschluss fir jedes einzelne Allel-

Profil basierend auf der MLST-Website (http://pubmlst.org/efaecium) bestimmt.

Tabelle 3 Haushaltsgene fiir MLST E. faecium
adk Adenylatkinase
atpA ATP-Synthase, a-Untereinheit
ddl D-Alanin-D-Alanin-Ligase
gdh Glucose-6-Phosphat-Dehydrogenase
gyd Glyceraldehyd-3-Phosphat-Dehydrogenase
purkK Phosphoribosylaminoimidazol Carboxylase ATPase Untereinheit
pstS Phosphat ATP binding cassette transporter
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2.2.4.1 |. Polymerase-Kettenreaktion (PCR) zur Amplifikation der Haushaltsgene

Ein PCR-Ansatz fir ein Haushaltsgen bestand aus 49 pl Mastermix sowie 1 pl Proben-DNS.

Tabelle 4 PCR-Ansatz — Mastermix fur MLST E. faecium
n=1 n=x
Aqua dest 34,75 pl
10x Puffer Sul
dNTPs (10 mM) 1ul
Primer F (10 pmol/ul) 4pl
Primer R (10 pmol/pul) 4l
HotStar-Taq 0,25l
49 ul + 1 ul DNS

Entsprechend des Pipettierschemas in Tabelle 4 wurde zunédchst der Mastermix in einem 1,5 ml Re-

agiergefal’ vorbereitet. Verwendet wurde das HotStarTaqg DNA Polymerase Kit der Firma Qiagen,

zudem Wasser fir molekularbiologische Untersuchungen der Firma AppliChem sowie die entspre-

chenden Vorwaérts- und Ruckwartsprimer der Firma Eurofins Genomics, die in den Tabellen 1 und 2

aufgefiihrt sind.

Entsprechend der Anzahl der zu untersuchenden Isolate konnte der Mastermix pro Gen auch direkt

far mehrere Proben in einem ReagiergefaR vorbereitet werden. Hierfiir wurde die Menge der einzel-

nen Reagenzien mit der Anzahl der Proben multipliziert.

Im nachsten Schritt wurden nun die je 49 ul des Mastermix zusammen mit je 1 pl der isolierten DNS

in PCR-Reaktionsgefale pipettiert, anschlieend nach erfolgtem Vortexen zur Vermischung der Re-

agenzien kurz anzentrifugiert und in den Thermocycler (GeneAmp 9700) gegeben.

Das Cyclerprofil zur Amplifizierung der E. faecium Haushaltsgene zeigt Tabelle 5.

Tabelle 5 Cyclerprofil zur Amplifizierung der E. faecium Haushaltsgene (GeneAmp 9700)
Initiale Denaturierung 95°C 15 Minuten
35 Zyklen:
Denaturierung 94 °C 30 Sekunden
Annealing 50 °C 30 Sekunden
Elongation 72 °C 30 Sekunden
Terminale Elongation 72°C 5 Minuten
Ende 8°C o0

24



Bei jedem Durchgang wurde zur Qualitatskontrolle eine Negativkontrolle mitgefiihrt, die neben dem

Mastermix, anstelle der DNS, 1 pl Aqua dest enthielt.

2.2.4.2 Il. Uberprufung der Amplifikation mittels Gelelektrophorese

Als Erfolgskontrolle schloss sich die Auftrennung der PCR-Produkte mittels Gelelektrophorese in

einem zuvor hergestellten 1,5 %igem Agarosegel an (vgl. Abb. 5).

Das 1,5 %ige Agarosegel wurde hierzu in die dafiir vorgesehenen Geltrager gegossen. Nach Aushér-
tung des Gels fur 20 Minuten konnte der befillte Geltrager in das mit 1x TBE-Puffer befiillte Gel-
elektrophoresesystem eingesetzt werden. In die jeweils erste Kammer wurden 5 pl GeneRuler 100 bp
als GroRenstandard pipettiert. Die restlichen Kammern wurden mit 5 pl eines jeden Probenamplifi-
kats, das jeweils zuvor auf einer Mikrotiterplatte mit 1 ul DNA Gel Loading Dye (6X) vermischt
wurde, befllt.

Die Auftrennung erfolgte in der Gelelektrophoresekammer flir 22 Minuten bei 135 Volt.

Abbildung 5 Gelelektrophorese: Amplifizierte Genfragmente der sieben Haushaltsgene fiir MLST
E. faecium - adk, atpA, ddl, gdh, gyd, purK, pstS

Zur Visualisierung der aufgetrennten Fragmente wurde ein Geldokumentationssystem, bestehend aus
einem UV-Transilluminator, Gel Logic 100 Imaging System und einem Drucker, Mitsubishi Copy
Processor P91D, verwendet.

Die Amplifikate wurden weiter bearbeitet, wenn die Gelelektrophorese eine eindeutige Bande zeigte

und die Negativkontrolle negativ ausfiel.
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2.2.4.3 1ll. PCR-Aufreinigung mit ExoSap-IT

Um uberschussige Oligonukleotide und dNTPs, die die Sequenzierung storen kdnnten, zu entfernen,
wurde die Aufreinigung der PCR-Produkte mit dem ExoSAP-IT® der Firma Affymetrix durchge-
flhrt.

Exo steht fiir Exonuclease | und entfernt ubriggebliebene einzelstrdngige Primer sowie sdémtliche
einzelstrangige DNS-Reste, die wéhrend der PCR entstanden sind.

SAP steht fir Shrimp-Alkaline-Phosphatase und sorgt fir die Entfernung der tiberschiissigen dNTPs.

Zur Aufreinigung der DNS wurde zu jedem PCR-Produkt 3 pl ExoSap- IT® hinzu pipettiert und
das Gemisch im Anschluss anzentrifugiert. Die Reaktion lief dann fur 30 Minuten im GeneAmp®
PCR System 9700 ab. Das Temperaturprofil zeigt Tabelle 6.

Tabelle 6 Cyclerprofil zur PCR-Reinigung (ExoSap-1T) (GeneAmp 9700)
Reaktion (treatment) 37°C 15 Minuten
Inaktivierung von ExoSap 80 °C 15 Minuten
Ende 8°C o

2.2.4.4 V. Sequenzierungs-PCR

Zur Sequenzierung wurde die Didesoxymethode nach Sanger verwendet, die auf dem Prinzip des
Kettenabbruchs basiert [156].

Die Sequenzierreaktion wurde mit dem BigDye® Terminator v3.1 Cycle Sequencing Kit der Firma
Applied Biosystems durchgefuihrt. Dieses enthélt neben dNTPs (Desoxynukleotide) zur Elongation
auch an unterschiedlich fluoreszierende Farbstoffe gebundene ddNTPs (Didesoxynukleotide). Die-
sen fehlt am 3"-Kohlenstoffatom eine Hydroxylgruppe, was zum Kettenabbruch fiihrt, da keine Ver-
langerung mehr erfolgen kann. So entstehen bei der Sequenzier-PCR infolge des Zufallsprinzips Oli-

gonukleotidfragmente unterschiedlicher Lange, so genannte Kettenabbruchprodukte.

Der Ansatz der Sequenzierreaktion wurde anhand des Pipettierschemas in Tabelle 7 vorbereitet, an-
schlieBend kurz anzentrifugiert und in den GeneAmp® PCR System 9700 gegeben. Das Cyclerprofil

zur Sequenzierung zeigt Tabelle 8.
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Tabelle 7 Ansatz Sequenzierreaktion

Big Dye Terminator Ready Reaction mix 2 ul
Big Dye Terminator 5x Sequencing Buffer 3ul
Primer (5 pmol/ul) 2 ul
Template 3ul
H20 10 l

20pl

Tabelle 8 Cyclerprofil der Sequenzierungs-PCR

25 Zyklen
Denaturierung 96 °C 10 Sekunden
Annealing 50 °C 5 Sekunden
Elongation 60 °C 4 Minuten
Ende 8°C e

Fur die Sequenzierung wurde bei den Genen adk, ddl, gdh, gyd und purK nur der VVorwartsprimer
und bei pstS aus Griinden der Auswertbarkeit sowohl der Vorwarts- als auch der Riickwartsprimer

verwendet.

2.2.45 V. Aufreinigung des Sequenzierprodukts mit dem DyeEx 2.0 Spin Kit

Um das Sequenzierprodukt durch den Applied Biosystems 3130xI Genetic Analyzer analysieren las-
sen zu kénnen, wurden vorher alle in der Sequenzier-PCR nicht verwendeten Dye-Terminatoren
durch Verwendung des DyeEx 2.0 Spin Kit der Firma Qiagen entfernt. Hierftr wurde nach Herstel-
lerangaben vorgegangen [136].

Zuerst wurde die gelenthaltende Saule griindlich gevortext, um das Gel gleichméalig zu resuspendie-
ren. Nach dem Entfernen des Deckels und des unteren Verschlusses wurde die Sdule in ein 2 ml
Sammelgefal gestellt und flr drei Minuten bei 3000 rpm zentrifugiert, damit die im Gel enthaltene
Flussigkeit entfernt wurde.

Das flussigkeitsenthaltende Sammelgefall wurde verworfen und die gelenthaltende S&ule wurde in
ein 1,5 ml SammelgefaR tberfihrt. Nun wurde das gesamte Sequenzierprodukt (20ul) mittig auf die
Séule pipettiert ohne die Geloberflache zu beriihren. Nach erneuter Zentrifugation fiir drei Minuten

bei 3000rpm enthielt das Eluat die aufgereinigte DNS.
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2.2.4.6 VI. Sequenzanalyse mit dem Applied Biosystems 3130x| Genetic Analyzer

Die Sequenzanalyse erfolgte mit dem Applied Biosystems 3130x| Genetic Analyzer. Hierzu wurden
je 5 pl des aufgereinigten PCR-Produkts zusammen mit je 15 pl Hi-Di™ Formamide in eine 96-
Well-Platte pipettiert. Zur Vermeidung von Luftblasen wurde die 96-Well-Platte kurz anzentrifugiert
und dann dem Applied Biosystems 3130xI Genetic Analyzer zugefiihrt.

Pro Durchgang konnten so je 96 Genfragmente bzw. insgesamt 12 Isolate (acht Genfragmente pro
Isolat) analysiert werden.

Der Applied Biosystems 3130xI Genetic Analyzer trennte die Kettenabbruchprodukte mittels Kapil-
larelektrophorese der GroRe nach auf und regte diese mit Hilfe eines Lasers zur Fluoreszenz an.
Durch die unterschiedlichen Fragmentlangen und den unterschiedlichen Fluoreszenzmarkierungen
der ddNTPs konnte so die DNS-Sequenz durch den Applied Biosystems 3130x| Genetic Analyzer
detektiert und als Ergebnis auf dem Computer mit Hilfe der seqA6-Software sichtbar gemacht wer-

den.

2.2.4.7 VII. Sequenzauswertung mit MEGA 6.0 und www.pubmlst.org/efaecium

Die Auswertung der durch den Applied Biosystems 3130xI Genetic Analyzer detektierten Nukleotid-
Sequenzen erfolgte Uber die Verwendung der MEGA 6.0 Software [172] zur Generierung der exak-

ten Sequenzlange, sowie der Internetseite https://pubmlst.org/efaecium/ zur Bestimmung des Allel-

profils als auch des Sequenztyps durch dortige Eingabe der durch MEGA 6.0 erhaltenen Nukleotid-

Sequenzen.

Die Uber den Analyzer detektierten Nukleotid-Sequenzen wurden in die MEGA 6.0 Software (iber
das Feld Open Saved Alignment Session und anschlieBend im getffneten Alignment Explorer tber
die Option View/Edit trace data from DNA sequencers geladen. AnschlieRend wurde jede Nukleotid-
Sequenz eines jeden Haushaltsgens auf die passende Lange zurecht geschnitten.

Auf der Internetseite https://pubmilst.org/efaecium/ erfolgte dann tiber das Feld Profile and sequence

definitions und die Option Sequence query die Abfrage der Allel-Sequenz. Nach Eingabe der durch
MEGA 6.0 zugeschnittenen Nukleotid-Sequenzen in das vorgesehene Feld lie sich das spezifische
siebenstellige Allelprofil der Haushaltsgene abrufen.

Mit der Option Search by combinations of MLST alleles erfolgte im Anschluss durch Eingabe des

erhaltenen Allelprofils die Zuordnung zu dem entsprechend festgelegten Sequenztyp.
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2.2.4.8 VIIl. Darstellung der Phylogenie der untersuchten E. faecium-Isolate mit
goeBURST 1.2.1

Zur graphischen Darstellung der Populationsstruktur und der Verwandtschaftsverhéltnisse der de-
tektierten E. faecium-Isolate wurde die goeBURST 1.2.1-Software [47], eine verbesserte Weiterent-
wicklung des eBURST-Algorithmus [45], verwendet.

Auf der Grundlage des jeweilige Allelprofils identifiziert die goeBURST 1.2.1-Software auf Basis
des BURST-Algorithmus (global optimiert) die Zugehdrigkeit eines Bakterienstamms zu einem be-
stimmten klonalen Komplex (CC) und ermdglicht die graphische Darstellung der genetischen Ver-
wandtschaftsverhéltnisse der untersuchten Stamme.

Das Verfahren beruht auf den Unterschieden (Hamming distance) zwischen den numerischen Profi-
len (Allele). Isolate mit identischen Allelprofilen werden als Mitglieder eines einzelnen Klons oder
einer Linie betrachtet (selber Sequenztyp). Isolate, die sich in nicht mehr als einem Allel unterschei-
den, werden als Single-Locus-Varianten (SLVs) und lIsolate, die in mehr als zwei oder drei Loki
variieren, werden als Double-Locus Varianten (DLVs) oder Triple-Locus Varianten (TLVSs) bezeich-
net.

In einem klonalen Komplex werden genetisch eng miteinander verwandte Sequenztypen, die sich in
nicht mehr als einem der sieben Loki (SLV) von einem weiteren Sequenztyp dieser Gruppe unter-
scheiden, zusammengefasst.

Innerhalb eines klonalen Komplexes (CC) gilt der Sequenztyp mit den meisten Single-Locus Vari-
anten als Group-Founder (Grunder-Sequenztyp). Nach diesem Sequenztyp wird der generierte Kom-

plex benannt.

2.2.5 Bestimmung der Art des VRE-Erwerbs

Als Definition flir nosokomial erworbene Isolate galt eine Probeentnahme friihestens 48 Stunden
nach Aufnahme, kein Krankenhausaufenthalt und/oder keine Antibiotikatherapie des Patienten in
den vorherigen sechs Monaten. Bei unklaren Isolaten lagen keine ausreichenden Informationen tber
die Art des VRE-Erwerbs der Patienten zum Aufnahmetag beziehungsweise keine Informationen

tber vorhergehende Krankenhausaufenthalte vor.
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2.2.6 Statistik

Die einbezogenen Untersuchungsergebnisse wurden nach den verschiedenen interessierenden Merk-
malen ein- und zweidimensional ausgezéhlt und entsprechende prozentuale Anteile ermittelt. Zur
Prifung des Zusammenhangs zwischen zwei kategorialen Merkmalen wurde der Chiquadrat-Test
(unter Beruicksichtigung der exakten Testverteilung) benutzt. Zeitliche Trends wurden zusatzlich
mittels Korrelationsrechnung und Chiquadrat-Test fiir linearen Trend tiberpriift. Zur Uberpriifung,
ob eine Subgruppe bei bindrer Aufteilung lber die andere dominiert, wurde der prozentuale Anteil
fur diese Subgruppe zusammen mit exakten 95 %-Konfidenz-intervallen (Clopper-Pearson-Me-
thode) bestimmt und zusatzlich ein exakter Test zur Abweichung der beobachteten Haufigkeit von
50 % durchgefihrt (Binomialtest).

Alle durchgeflhrten Tests erfolgten unter Verwendung von IBM SPSS Statistics, Version 24, als

exploratorische Analysen bei einer unadjustierten Irrtumswahrscheinlichkeit von 5 %.
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3 Ergebnisse

3.1 Untersuchungszeitraum und Herkunft der VRE-Isolate

Zwischen 2013 und 2015 wurden bei 276 Patienten des UKMD Vancomycin-resistente E. faecium-
Isolate erstmalig nachgewiesen und nachfolgend in dieser Arbeit analysiert. Aus dem Jahr 2013
entstammen 27, aus 2014 101 und aus 2015 148 Isolate, welche aus Screeninguntersuchungen oder
klinischen Untersuchungsmaterialien stationérer Patienten unterschiedlicher Fachabteilungen des
UKMD isoliert wurden.

ITS, Innere
. 9,8%
ITS, Chir. ITS, interdisz.

27,2% 11,6% (irz?/o
y (]
ITS, Pae
1,1% ZNA/Amb.
< Weitere 0r7%

; 5,1%
Ham/Onk / Ne:J
Chir., GefaR—1,4% Derma

2,5%
Nephro/Uro 3,6% 0,7%
6,2% Chir., HT Gyn
3,3% 0,7%
Gastro Chir., Viszeral ™ Chir., Pl. u. MKG
9,4% 19,2% 1,1%

Abbildung 6 Haufigkeitsverteilung der eingesandten VRE-positiven Isolate der Abteilungen des Universi-
tatsklinikums Magdeburg der Jahre 2013 bis 2015
ITS: Intensivstation; Chir.: Chirurgie; HT: Herz-Thorax inkl. ITS; PIl. u. MKG: Plastische
und Mund-Kiefer-Gesicht; Gastro: Gastroenterologie; Nephro/Uro: Nephrologie und Uro-
logie; HAM/Onk: Hamatologie und Onkologie; Innere: Innere Medizin; interdisz.: interdis-
ziplinare; Pae: Padiatrie; Ortho: Orthopéadie; ZNA/Amb.: Zentrale Notaufnahme und allg.
chirurgische Ambulanz; Derma: Dermatologie; Gyn: Gynakologie; Neu: Neurologie und
Neurochirurgie inkl. neurochir. ITS

Wie in Abbildung 6 zu sehen ist, wurde circa die Halfte der Isolate von 2013 bis 2015 aus der Inten-
sivmedizin eingesandt (49,7 %; n = 137). Die chirurgische Intensivstation war mit 27,2 % (n = 75)
aller Isolate insgesamt fiir die meisten Einsendungen verantwortlich. Isolate der interdisziplinédren
Intensivstation machten 11,6 % (n = 32) und Isolate der Intensivstation der Inneren Medizin 9,8 %
(n = 27) der Gesamtzahl aus. Der geringste Anteil von 1,1 % (n = 3) stammte von der p&diatrischen
Intensivstation.

Ein ebenfalls grofler Anteil an Isolaten stammte aus den operativen Abteilungen (27,2 %; n = 75).
Die Viszeralchirurgie war dabei mit 19,2 % (n = 53) am haufigsten vertreten. Aus der GeféaRRchirurgie
wurden 3,6 % (n = 10), aus der Herz-Thorax-Chirurgie 3,3 % (n = 9) und aus den Abteilungen der

Plastischen- und Mund-Kiefer-Gesichtschirurgie zusammen 1,1 % (n = 3) der Isolate eingeschickt.
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Die Isolate der Abteilungen der Inneren Medizin inklusive Urologie machten 18,1 % (n = 50) aller
Einsendungen aus, davon konnten 9,4 % (n = 26) der Gastroenterologie, 6,2 % (n = 17) der Nephro-
logie/Urologie und 2,5 % (n = 7) der Hamatologie/Onkologie zugeordnet werden.

Die restlichen Isolate (5,1 %; n = 14) stammten aus den Abteilungen der Neurologie und Neurochi-
rurgie inklusive neurochirurgischer Intensivstation und der Orthopédie (je 1,4 %; n = 4) sowie der
Dermatologie, Gynakologie und aus der Zentralen Notaufnahme und allgemeinchirurgischen Ambu-
lanz (je 0,7%; n = 2).

3.2 Entnahmeort der VRE-Isolate

Die untersuchten Vancomycin-resistenten E. faecium-Isolate wurden aus verschiedenen Untersu-

chungsmaterialien angeziichtet.
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Abbildung 7 Haufigkeitsverteilung der VRE-positiven Probenmaterialien des Universitatsklinikums
Magdeburg der Jahre 2013 bis 2015
RA/ST: Rektalabstrich/Stuhl; WA: Wundabstrich; A. 0.n.B.: Abstrich ohne ndhere Bezeich-
nung; HA: Hautabstrich; VA: Vaginalabstrich; inv. gew. M.: invasiv gewonnenes Material;
BK: Blutkultur; Skt: Sekret; VK: Venenkatheter; A. inv.: Abstrich invasiv; Pkt: Punktat

Wie in Abbildung 7 zu erkennen ist, handelte es sich dabei innerhalb des gesamten Untersuchungs-
zeitraumes mit 62,3 % (n = 172) vorwiegend um Rektalabstriche/Stuhlproben, gefolgt von Urinpro-
ben mit 11,2 % (n = 31) und Wundabstrichen mit 10,5 % (n = 29).

12,3 % (n = 34) der Einsendungen bestanden aus invasiv gewonnen Materialien, darunter waren
invasive Abstriche aus Abszessen bzw. Bauchhdhlen mit 3,6 % (h = 10) und Punktate bzw. Sekrete
von Abszessen, Aszites, Gewebe, Pleura und Pseudozysten mit 3,3 % (n = 9) bzw. 1,4 % (n=4) und
Blutkulturen mit 2,9 % (n = 8) sowie Venenkatheter mit 1,1 % (n = 3) vertreten. Weitere Isolate
stammten aus Abstrichen ohne néhere Bezeichnung (2,2 %; n = 6), Hautabstrichen und Vaginalab-
strichen (je 0,7 %; n = 2).
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3.3 Geschlechts- und Altersverteilung

Im Zeitraum der Untersuchung wurden am UKMD insgesamt 72734 (52,1 %) méannliche und 66949
(47,9 %) weibliche Patienten stationdr behandelt. Die analysierten VRE-Isolate stammten von 179
maéannlichen (64,9 %) und 97 weiblichen Patienten (35,1 %). Somit waren am UKMD mannliche

Patienten signifikant haufiger von VRE betroffen als weibliche Patienten (p < 0,001).

Die Einordnung der Altersverteilung der Patienten erfolgte in Anlehnung an das krankenhauseigene
Statistiktool in die Altersgruppen 0 bis 4 Jahre, 5 bis 14 Jahre, 15 bis 44 Jahre, 45 bis 64 Jahre, 65
bis 74 Jahre, 75 bis 84 Jahre und uber 85 Jahre.

Abbildung 8 zeigt die prozentualen Haufigkeitsverteilungen der 139683 stationér behandelten Pati-

enten sowie der 276 von VRE betroffenen Patienten untergliedert in die sieben Altersgruppen.
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Abbildung 8 Altersverteilung der stationar behandelten Patienten und der VRE-positiven Patienten des
Universitatsklinikums Magdeburg der Jahre 2013 bis 2015 in Prozent

Eine vergleichsweise starkere Haufigkeit von VRE zeigte sich mit zunehmendem Lebensalter der
Patienten. So waren 93,5 % (n = 258) aller VRE-positiven Patienten alter als 45 Jahre. In der Alters-
gruppe der 45 bis 64 Jahrigen war die prozentuale Haufigkeitsverteilung der VRE-positiven und der
stationar behandelten Patienten in etwa gleich (28,3 %; n =78 und 28,0 %; n = 39165). In den Al-
tersgruppen 65 bis 74 und 75 bis 84 war der prozentuale Anteil an stationdr behandelten Patienten
am UKMD jeweils geringer (17,0 %; n=23678 und 17,0 %; n = 23753), wohingegen der prozentuale
Anteil an VRE-positiven Patienten konstant blieb (29,0 %; n =80 und 29,7 %; n = 82). In der Gruppe
der ber 85 Jahrigen befanden sich noch 6,5 % (n = 18) aller von VRE betroffenen Patienten. Bei
den jungeren Patienten bis einschlielich 14 Jahren gab es drei Einsendungen (1,1 %), welche alle
von Sauglingen der pédiatrischen Intensivstation stammten und in der weitlaufigsten Altersgruppe
der 15 bis 44 Jahrigen (21,2 %; n = 29665) befanden sich nur 5,4 % (n = 15) aller VRE-positiven

Patienten.
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Der Anteil/Quotient der VRE-positiven Patienten unter allen stationdr behandelten Patienten des
UKMD untergliedert nach Altersgruppen ist in Abbildung 9 graphisch dargestellt. Der prozentuale
Anteil an VRE-positiven Patienten stieg mit dem Lebensalter der Patienten von 0,03 % (0-4 J.) tiber
0,00 % (5-14 J.) und 0,05 % (15-44 J) auf 0,199 % (45-64 J.) bis hoch auf 0,34 % (65-74 J.) und
0,35 % (75-84 J.) an und blieb auch bei den (ber 85 Jahrigen bei 0,25 %.
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Abbildung 9 Anteil/Quotient der VRE-positiven Patienten aller stationar behandelten Patienten des Uni-
versitatsklinikums Magdeburg der Jahre 2013 bis 2015 separiert nach Altersgruppen in Pro-
zent

Patienten vor dem 45. Lebensjahr waren somit signifikant seltener (p < 0,001) und Patienten ab dem
65. Lebensjahr signifikant haufiger (p < 0,001) von VRE betroffen.

3.4 Verteilung der Glykopeptid-Resistenzgenotypen

Fur jedes der 276 untersuchten Isolate wurde der Glykopeptid-Resistenzgenotyp (vanA-/vanB-Gen-
cluster) mittels PCR bestimmt. Abbildung 10 zeigt die prozentualen Haufigkeitsverteilungen gefun-
dener Glykopeptid-Resistenzgenotypen am UKMD der Jahre 2013 bis 2015.
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Abbildung 10  Haufigkeitsverteilung der Glykopeptid-Resistenzgenotypen am Universitéatsklinikum Mag-
deburg der Jahre 2013 bis 2015 in Prozent
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Im Jahr 2013 bestand der grote Anteil der 27 untersuchten Isolate mit 85,2 % (n = 23) aus vanA-
positiven VRE. VanB-positive VRE machten 14,8 % (n = 4) aus.

Im Jahr 2014 verdoppelte sich der Anteil der vanB-positiven Isolate im Vergleich zum Vorjahr auf
29,7 % (n = 30). VanA-positive Isolate waren jedoch mit 70,3 % (n = 71) der insgesamt 101 unter-
suchten Isolate haufiger vertreten.

Auch im Jahr 2015 nahm der Anteil an vanB-positiven VRE-Stdmmen im Vergleich zum Vorjahr
nochmals um knapp die Halfte zu, sodass in diesem Jahr mit 56,8 % (n = 84) die meisten der 148
untersuchten Isolate vanB-positiv waren. Der vanA-Genotyp wurde bei 43,3 % (n = 64) der unter-
suchten Isolate detektiert.

Uber die drei Jahre hinweg konnte somit ein signifikanter Wechsel des vorherrschenden Glykopep-
tid-Resistenzgenotyps von vanA hin zu vanB beobachtet werden (p < 0,001), wobei der vanA-Ge-
notyp dennoch im gesamten Untersuchungszeitraum mit einem Anteil von 57,2 % (n = 158) im
Vergleich zum vanB-Genotyp mit einem Anteil von 42,8 % (n=118) signifikant Uberwog
(C151,2 % - 63,2 %).

3.4.1 Verteilung der Glykopeptid-Resistenzgenotypen innerhalb der

einzelnen Fachgebiete

Um eine mogliche Dominanz eines Genotyps innerhalb eines Fachgebiets zu erkennen, wurden die

vanA- und vanB-positiven Isolate den speziellen Abteilungen zugeordnet (vgl. Abb. 11).
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Abbildung 11  Haufigkeitsverteilung der Glykopeptid-Resistenzgenotypen in den einzelnen Fachgebieten
des Universitatsklinikums Magdeburg der Jahre 2013 bis 2015 in Prozent

Innerhalb des gesamten Beobachtungszeitraumes von 2013 bis 2015 war in den chirurgischen Ab-
teilungen der Anteil an vanA-positiven Isolaten mit 65,3 % (n = 49) etwa doppelt so hoch und somit
signifikant haufiger (p = 0,01; CI 53,5 % - 76,0 %) als der an vanB-positiven Isolaten mit 34,7 %
(n = 26). Hingegen waren auf den Intensivstationen die vanA-positiven Isolate mit 54,7 % (n = 75)

und die vanB-positiven Isolate mit 45,3 % (n = 62) anndhernd gleich haufig vertreten.
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In den Bereichen der Inneren Medizin inklusive Urologie (nicht graphisch dargestellt) war das Ver-
héaltnis von vanA-positiven Isolaten (48,0 %; n = 24) zu vanB-positiven Isolaten (52,0 %; n = 26)
ebenfalls anndhernd gleich. Fir den htheren Anteil an vanB-positiven Isolaten waren hier vor allem
die 26 Einsendungen der Gastroenterologie verantwortlich, wobei das Verhaltnis vanA-positiver zu
vanB-positiver Isolate in der Gastroenterologie bei 38,5 % (n = 10) zu 61,5 % (n = 16) lag. Auf der
H&matologie/Onkologie (n = 7), sowie auf den Stationen der Nephrologie und Urologie (n = 17)
waren hingegen vanA-positive Isolate zahlreicher. Das Verhaltnis vanA-positiver zu vanB-positiver
Isolate lag bei Isolaten der Hamatologie/Onkologie bei 57,1 % (n=4) zu 42,9 % (n = 3) und bei
Isolaten der Nephrologie/Urologie bei 58,8 % (n = 10) zu 41,2 % (n = 7).

Bei den Isolaten aus den weiteren Stationen, bestehend aus Dermatologie, Gynékologie, Neurologie
und Neurochirurgie inklusive neurochirurgischer Intensivstation, Orthopédie, Zentraler Notauf-
nahme und allgemeinchirurgischer Ambulanz wurde in 71,4 % (n = 10) der Falle der vanA-Typ und
in 28,6 % (n = 4) der Falle der vanB-Typ detektiert.

Entsprechend war nach getrennter Darstellung der Erfassungsjahre bei fast allen Fachgebieten der
Wechsel des vorherrschenden Glykopeptid-Resistenzgenotyps von vanA hin zu vanB zu beobachten
(vgl. Abb. 12). Lediglich fur die Hdmatologie/Onkologie war aufgrund der wenigen Isolate pro Jahr

kein spezieller Trend zu erkennen.
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Abbildung 12  Entwicklung der Haufigkeitsverteilung der Glykopeptid-Resistenzgenotypen in den einzel-
nen Fachgebieten des Universitatsklinikums Magdeburg tber die Jahre 2013 bis 2015

3.4.2 Verteilung der Glykopeptid-Resistenzgenotypen unter den

verschiedenen Materialien

Um mdgliche Unterschiede der Glykopeptid-Resistenzgenotyp-Verteilung unter den verschiedenen

Materialien und damit eventuell bevorzugte Lokalisationen der vanA- bzw. vanB-tragenden Stamme

36



zu detektieren, wurden fur die verschiedenen Materialien die jeweiligen vanA-/B-Genotyp-Vertei-
lungen untersucht (vgl. Abb. 13).
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Abbildung 13 Haufigkeitsverteilung der Glykopeptid-Resistenzgenotypen unter den verschiedenen Materi-
alien des Universitatsklinikums Magdeburg der Jahre 2013 bis 2015 in Prozent
RA/ST: Rektalabstrich/Stuhl; WA: Wundabstrich; inv. gew. M.: invasiv gewonnene Materi-
alien; Weitere: Weitere Materialien

Der prozentuale Anteil an vanA-positiven Isolaten war bei den weiteren Materialien, bestehend aus
Abstrichen ohne néhere Bezeichnung sowie Haut- und Vaginalabstrichen, mit 90 % (n = 9) gegen-
tiber 10 % (n = 1) vanB-positiver Isolate am grofiten.

Auch bei den Urinproben, Wundabstrichen und bei den invasiv gewonnen Materialien war der pro-
zentuale Anteil an vanA-positiven hoher als der an vanB-positiven Isolaten. Das vanA/B-Verhaltnis
lag bei Urinproben bei 74,2 % (n = 23) zu 25,8 % (n = 8), bei Wundabstrichen 65,5 % (n = 19) zu
34,5 % (n = 10) und bei den invasiv gewonnenen Materialien bei 58,8 % (n = 20) zu 41,2 % (n = 14).
Bei den Rektalabstrichen/Stiihlen kamen vanA-positive Isolate mit 50,6 % (n = 87) und vanB-posi-

tive Isolate mit 49,4 % (n = 85) etwa gleich haufig vor.
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Abbildung 14  Entwicklung der Haufigkeitsverteilung der Glykopeptid-Resistenzgenotypen der verschiede-
nen Materialien des Universitatsklinikums Magdeburg tber die Jahre 2013 bis 2015
RA/ST: Rektalabstrich/Stuhl; WA: Wundabstrich; i. g. M.: invasiv gewonnenes Material;
Weitere: Weitere Materialien
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Wie der Abbildung 14 zu entnehmen ist, konnte nach getrennter Darstellung der Erfassungsjahre bei
allen eingesandten Materialien eine Zunahme vanB-positiver im Verhaltnis zu vanA-positiven Iso-
laten beobachtet werden. Der Wechsel des vorherrschenden Glykopeptid-Resistenzgenotyps von
vanA hin zu vanB war jedoch nur bei den Rektalabstrichen/Stuhlproben und bei den invasiv gewon-
nenen Materialien festzustellen.

3.5 Ergebnisse des Multilocus Sequence Typings

Mit Hilfe des Multilocus Sequence Typings wurde fiir jedes der 276 in dieser Arbeit untersuchten
Isolate der zugehdrige Sequenztyp ermittelt.
Im gesamten Untersuchungszeitraum konnten 20 verschiedene Sequenztypen nachgewiesen werden.

In Abbildung 15 sind alle Sequenztypen mit mehr als einem Isolat aufgefihrt.
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Abbildung 15  Haufigkeitsverteilung der MLST-Sequenztypen des Universitatsklinikums Magdeburg von
2013 bis 2015 in Prozent

Die funf haufigsten Sequenztypen waren ST117, ST203, ST17, ST192 und ST80. Der Sequenztyp
ST117 wurde bei 59,4 % (n = 164) aller Isolate nachgewiesen und war damit der signifikant haufigste
Sequenztyp (p < 0,001). ST203, der vor allem im Jahr 2015 auftrat (26 der insgesamt 27 ST203er
Isolate) wurde mit 9,8 % (n = 27) am zweithaufigsten bestimmt. Am dritthaufigsten fand sich ST17
mit 8,0 % (n = 22), gefolgt von ST192 mit 5,4 % (n = 15) und ST80 mit 4,3 % (n = 12).

Alle anderen Sequenztypen wurden nur zu einem geringeren Anteil bzw. sporadisch detektiert. ST78
wurde bei 3,3 % (n = 9), ST202 bei 2,2 % (n = 6), ST780 bei 1,4 % (n = 4), ST233 sowie ST262 je
bei 1,1 % (n = 3) und ST18 bei 0,7 % (n = 2) der Isolate bestimmt. Die Sequenztypen ST64, ST280,
ST375, ST551, ST612, ST811 und drei neu entdeckte Sequenztypen ST1322, ST1323 und ST1324

machten je nur 0,4 % (n = 1) der nachgewiesenen Sequenztypen aus.
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Die detektierten Sequenztypen der einzelnen Jahre sind in Abbildung 16 mit der Anzahl der Isolate

pro Jahr grafisch dargestellt.
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Abbildung 16  Haufigkeitsverteilung der MLST-Sequenztypen des Universitatsklinikums Magdeburg der
Jahre 2013, 2014 und 2015

Bei den 27 Isolaten aus dem Jahr 2013 wurden insgesamt sechs unterschiedliche Sequenztypen er-
mittelt. Am héaufigsten vertreten war ST117 mit 70,4 % (n = 19), gefolgt von ST192 mit 11,1 %
(n=3), ST80 mit 7,4 % (n=2) und ST17, ST64 und ST551 mit je 3,7 % (n =1).

2014 fanden sich unter den 101 untersuchten Isolaten insgesamt zehn unterschiedliche Sequenzty-
pen. In absteigender Reihenfolge waren dies ST117 mit 72,3 % (h = 73), ST17 mit 7,9 % (n = 8),
ST202 mit 4,0 % (n = 4), ST78, ST192, ST233 sowie ST780 mit je 3,0 % (n = 3), ST80 mit 2,0 %
(n =2) und die beiden Sequenztypen ST203 und ST612 mit je 1,0 % (n = 1).

2015 wurden unter den 148 untersuchten Isolaten insgesamt 16 verschiedene Sequenztypen be-
stimmt. Drei ermittelte Sequenztypen wurden erstmals in dieser Arbeit detektiert. Mithilfe von
Janetta Top, der Kuratorin der E. faecium-Datenbank auf https://pubmilst.org/, wurden die Isolate
MD1, MD2 und MD3, fiir die es vorher noch keinen entsprechenden Sequenztyp gab, in die
Datenbank eingefligt. Jedem der drei Isolate wurde ein neuer Sequenztyp zugeordnet. MD1 ist
Sequenztyp ST1322, MD2 ist ST1323 und MD3 ist ST1324 (vgl. Tab. 22 im Anhang).

Ebenso wie 2013 und 2014 machte ST117 mit 48,6 % (n = 72) den grofiten Anteil der im Jahr 2015
vorherrschenden Sequenztypen aus. In absteigender H&ufigkeit dazu wurden die Sequenztypen
ST203 mit 17,6 % (n = 26), ST17 mit 8,8 % (n = 13), ST192 mit 6,1 % (n = 9), ST80 mit 5,4 %
(n=8), ST78 mit4,1 % (n = 6), ST262 mit 2,0 % (n = 3), ST18 und ST202 mit je 1,4 % (n = 2) und
die ST280, ST375, ST780, ST811, ST1322, ST1323, ST1324 mit jeweils 0,7 % (n = 1) bestimmt.
Uber den gesamten Beobachtungszeitraum wurde ein epidemiologischer Wandel deutlich, indem das
durch den ST117 dominierende Bild in den Jahren 2013 und 2014 durch h&ufigeres Auftreten

verschiedenster Sequenztypen im Jahr 2015 aufgeldst wurde.
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3.5.1 Verteilung der Glykopeptid-Resistenzgenotypen in Abhangigkeit zum
Sequenztyp

Zur Klarung der Frage, ob eine Korrelation zwischen den Sequenztypen und den Glykopeptid-Re-
sistenzgenotypen besteht, wurden diese miteinander verglichen. Die Sequenztypen mit mehr als zehn
Einsendungen und deren Korrelation zum Glykopeptid-Resistenzgenotyp sind in Abbildung 17 gra-

phisch dargestelit.

ST17 18,2% 16,7% ST80 ST117

37,8%

62,2%

81,8% 83,3%

ST192 6,7% ST203

22,2%

HvanA mvanB

93,3%

Abbildung 17  Haufigkeitsverteilung der Glykopeptid-Resistenzgenotypen der funf haufigsten Sequenzty-
pen des Universitatsklinikums Magdeburg der Jahre 2013 bis 2015 in Prozent

Vorwiegend vanA-positiv waren ST117 mit 62,2 % (n = 102/164), ST203 mit 77,8 % (n = 21/27)
und ST80 mit 83,3 % (n = 10/12). Ein signifikanter Zusammenhang zum vanA-Genotyp bestand
dabei fir ST117 (p = 0,048) und ST203 (p = 0,025).

Eine signifikante Korrelation zum vanB-Genotyp konnte fir die Sequenztypen ST17 (p < 0,001) und
ST192 (p <0,001) gezeigt werden. Die Isolate von ST17 waren zu 81,8 % (n = 18/22) und von ST192
zu 93,3 % (n = 14/15) vanB-positiv.

Sequenztypen mit weniger als zehn Einsendungen zeigten zwar Korrelationen zu jeweils einem der
zwei Resistenzgenotypen, lieRen aber nur Tendenzen erkennen.

So trugen die Isolate der Sequenztypen ST78 mit 66,7 % (n = 6/9) und ST233 mit 100 % (n = 3/3)
vermehrt das vanA-Gencluster, wohingegen die Isolate der Sequenztypen ST202 mit 83,3 %
(n =5/6) und ST780 mit 100 % (n = 4/4) vorwiegend vanB-positiv waren.
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3.5.2 Einordnung der in dieser Arbeit bestimmten Sequenztypen in die
E. faecium Populationsstruktur

Die Einordnung der in dieser Arbeit bestimmten Sequenztypen in die E. faecium-Gesamtpopulation
und die Darstellung der Verwandtschaftsverhéltnisse zwischen den unterschiedlichen Sequenztypen
erfolgte mit der Software goeBURST 1.2.1. [47] und der Software MEGAG [172].

Die, neben den in dieser Arbeit bestimmten MLST-Profilen (Allelkombinationen der Sequenztypen),
als Datengrundlage dienenden MLST-Profile aller bisher entdeckten Sequenztypen standen durch
die offentliche MLST-Datenbank (https://pubmlst.org/efaecium/) frei zum Download zur Verfu-
gung.

Zum Zeitpunkt der Auswertung (18. Juni 2017) umfasste die mittels MLST bestimmte Gesamtpopu-

lation von E. faecium 1326 verschiedene Sequenztypen, die durch goeBURST auf 267 klonale Kom-
plexe aufgeteilt wurden.

Den groften durch goeBURST generierten klonalen Komplex mit 895 unterschiedlichen Sequenz-
typen bildete der Klonale Komplex 17 (CC17), der die Sequenztypen der eigenstandigen Subpopu-
lation der hospitalassoziierten Isolate beinhaltet [205,87,176,177].

Alle in dieser Arbeit identifizierten Sequenztypen inklusive der drei erstmals entdeckten befanden
sich in diesem CC17.

Abbildung 18 zeigt einen Ausschnitt des CC17, in dem die 20 in dieser Arbeit detektierten Sequenz-
typen hervorgehoben wurden.

Der Gruppen-Grunder (hellgriiner Nodus) des durch goeBURST 1.2.1 generierten CC17 ist der Se-
guenztyp ST17. Um Untergruppen-Griinder (dunkelgriine Nodi) des CC17 handelt es sich unter an-
derem um die Sequenztypen ST18, ST64, ST78, ST80, ST117, ST192, ST202, ST203, ST233,
ST262, ST280, ST375, ST551.

Durch die grofRe Anzahl an Isolaten des CC17 ist zu erkennen, dass es durch den BURST-Algorith-
mus bei Organismen mit einer hohen Rekombinationsrate wie bei E. faecium zu einzelnen grofen,
weitlaufigen BURST-Gruppen kommt, die durch fehlerhafte Verkniipfungen von nichtzusammen-
h&ngenden Gruppen entstehen [178].

Aufgrund dieser Tatsache und dem Umstand, dass das Konzept der Klonalen Komplexe aufgrund
der neuen und besser diskriminierenden Whole-genome Sequenzierung (kann einzelne Sequenzty-
pen noch weiter unterteilen [12,97]) zum Teil Gberholt ist, kénnen nach Empfehlung von Janetta Top
(Kuratorin der MLST- und cgMLST-Datenbank; University Medical Center Utrecht, the Nether-
lands) neben dem Gruppengriinder ST17 die Untergruppen-Grinder mit vielen SLVs und DLVs zu-
sammen mit ihren SLVs und DLVs gewissermalien als eigenstandige klonale Komplexe/eigene Ab-

stammungslinien betrachtet werden.
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Darstellung des CC17, erstellt mit Hilfe von goeBURST 1.2.1. Die 20 Sequenztypen der
untersuchten E. faecium-Isolate des Universitatsklinikums Magdeburg sind durch rote

Umrandungen gekennzeichnet. Hellgriner Nodus = Gruppen-Griinder (ST 17),

Ausschnitt aus der auf MLST-Daten basierenden Populationsstruktur von E. faecium mit
dunkelgriine Nodi

Abbildung 18

Untergruppen-Grinder
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Willems et al. konnten 2012 den CC17 bereits auf die drei Hauptkrankenhauslinien ST17, ST18 und
ST78 unterteilen. ST17 und ST18 befinden sich mit ihren Abkémmlinge in der BAPS-Gruppe 3-3,
wohingegen ST78 mit seinen Abkémmlingen der BAPS-Gruppe 2-1 zugeordnet wurde [208].

Die in dieser Arbeit identifizierten Sequenztypen teilten sich entsprechend folgendermafen auf diese
drei verschiedenen Hauptabstammungslinien (Lineages) auf.

Zur Lineage 17 (BAPS 3-3) gehorten die funf Sequenztypen ST17, ST202, ST233, ST280 und
ST1322. Zur Lineage 18 (BAPS 3-3) gehorten die drei Sequenztypen ST18, ST64 und ST262. Zur
Lineage 78 (BAPS 2-1) gehorten die zwolf Sequenztypen ST78, ST80, ST117, ST192, ST203,
ST375, ST551, ST612, ST780, ST811, ST1323 und ST1324.
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Abbildung 19  Phylogenetischer Stammbaum der 20 Sequenztypen des Universitatsklinikums Magdeburg
(MEGA®6 [172]). Neighbor-Joining-Tree [154] (Bootstrapping 1000) mit Jukes-Cantor-
Methode [71]
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Demnach gehorten zum einen insgesamt zwOIf der zwanzig detektierten Sequenztypen sowie vier
der funf haufigsten Sequenztypen (ST117, ST192, ST203, ST80) zur Lineage 78, deren Abstam-
mungslinie somit am UKMD mit 85,9 % (n = 237) aller Isolate im Vergleich zur Lineages 17 mit
12,0 % (n = 33) und Lineage 18 mit 2,2 % (n = 6) iberwog.

Die evolutiondre Analyse durch MEGAG [172] veranschaulicht die Zugehdrigkeit der einzelnen Se-
quenztypen zu den durch Willems et al. bestimmten Abstammungslinien. Der phylogenetische
Stammbaum (vgl. Abb. 19), der die evolutiondren Beziehungen aufzeigt, wurde nach Newman et al.
[120] mit der Neighbor-Joining-Methode (Bootstrapping 1000) abgeleitet [154] und die evolutiona-
ren Distanzen wurden nach der Jukes-Cantor-Methode [71] berechnet.

3.6 Unterscheidung von nosokomial erworbenen und

mitgebrachten VRE-Isolaten

Fur jeden der 276 VRE-positiven Patienten wurde zwischen nosokomial erworbenen und mitge-
brachten VRE-Isolaten unterschieden. Als nosokomial wurden alle VRE-Félle definiert, die nach
48 Stunden oder spater isoliert wurden, unabhangig davon, ob ein negatives Aufnahmescreening

vorlag.

Abbildung 20 zeigt die Art des VRE-Erwerbs der Jahre 2013 bis 2015. Bei den im gesamten Be-
obachtungszeitraum eingesandten 276 Isolaten handelte es sich in 28,6 % (n = 79) der Falle um
nosokomial erworbene und in 25,7 % (n = 71) um mitgebrachte Isolate. 45,7 % (n = 126) waren
unklare Félle. Das daraus ableitbare Verh&ltnis nosokomial erworbener zu mitgebrachten VRE-Iso-
laten betrug unter Ausschluss der unklaren Isolate 52,7 % zu 47,3 %.
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Art des VRE-Erwerbs

Abbildung 20 Art des VRE-Erwerbs am Universitatsklinikum Magdeburg der Jahre 2013 bis 2015 in Pro-
zent
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Die vorherrschende Art des VRE-Erwerbs &nderte sich von 2013 bis 2015 von einem zumeist noso-
komialen Erwerb im Jahr 2013 hin zu einem groReren Anteil an mitgebrachten Isolaten im Jahr 2015
(Trend: p = 0,055). Das ableitbare Verhaltnis nosokomial erworbener zu mitgebrachten VRE-Isola-
ten betrug unter Ausschluss der unklaren Isolate im Jahre 2013 75,0 % zu 25,0 %, im Jahr 2014
55,8 % zu 44,2 % und im Jahr 2015 47,3 % zu 52,7 %.

3.6.1 Anteile nosokomial erworbener und mitgebrachter VRE-Isolate

innerhalb der einzelnen Fachgebiete

Abbildung 21 zeigt die Art des VRE-Erwerbs in den einzelnen Fachgebieten. Sowohl auf den Inten-
sivstationen, den chirurgischen Stationen und den weiteren Stationen waren nosokomial erworbene
Isolate haufiger als mitgebrachte Isolate. Es konnte jedoch fiir keine Station ein signifikantes Uber-

gewicht von nosokomialen oder mitgebrachten Isolaten gezeigt werden.
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Art des VRE-Erwerbs

Abbildung 21 Art des VRE-Erwerbs in den einzelnen Fachgebieten des Universitatsklinikums Magdeburg
der Jahre 2013 bis 2015 in Prozent.
ITS: Intensivstationen; Ch. Stationen: Chirurgische Stationen; Innere: Innere Medizin inkl.
Urologie; Weitere: Weitere Stationen

Bei den 137 Isolaten der Intensivstationen handelte es sich zu 27,0 % (n = 37) um nosokomial er-
worbene Isolate und zu 19,0 % (n = 26) um mitgebrachte. Die Anzahl unklarer Isolate war auf den
Intensivstationen mit 54,0 % (n = 74) hoher als in den anderen Bereichen.

Das Verhaltnis nosokomial erworbener zu mitgebrachten VRE-Isolaten unter Ausschluss der unkla-
ren Isolate lag hier bei 58,7 % zu 41,3 %.

Von den 75 Isolaten der chirurgischen Stationen waren 34,7 % (n = 26) nosokomial erworbene und
28,0 % (n = 21) mitgebrachte Isolate. Die unklaren Isolate machten hier 37,3 % (n = 28) aus. Das
Verhaltnis nosokomial erworbener zu mitgebrachten VRE-Isolaten unter Ausschluss der unklaren
Isolate lag hier bei 55,3 % zu 44,7 %.
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Die 14 Einsendungen der weiteren Stationen bestanden zu 35,7 % (n = 5) aus nosokomial erworbe-
nen und zu 28,6 % (n = 4) aus mitgebrachten Isolaten. Die restlichen 35,7 % (n = 5) bildeten die
unklaren Isolate. Das Verhéltnis nosokomial erworbener zu mitgebrachten VRE-Isolaten unter Aus-
schluss der unklaren Isolate lag hier bei 55,6 % zu 44,4 %.

Auf den Stationen der Inneren Medizin inklusive Urologie machten die nosokomial erworbenen Iso-
late 22,0 % (n = 11) und die mitgebrachten Isolate 40,0 % (n = 20) der 50 eingeschickten VRE-
Isolate aus. 38,0 % (n = 19) waren unklare Isolate. Das Verhéltnis nosokomial erworbener zu mitge-
brachten VRE-Isolaten unter Ausschluss der unklaren Isolate lag hier bei 35,5 % zu 64,5 %.

3.6.2 Anteile nosokomial erworbener und mitgebrachter VRE-Isolate unter

den verschiedenen Materialien

Abbildung 22 zeigt die Anteile nosokomial erworbener und mitgebrachter VRE-Isolate unter den
verschiedenen Materialien. Die VRE-Isolate aus Urinproben, Wundabstrichen und invasiv gewon-
nenem Material waren haufiger nosokomialer als mitgebrachter Herkunft. Es konnte jedoch fur kein
Untersuchungsmaterial ein signifikantes Ubergewicht von nosokomial erworbenen oder mitgebrach-

ten Isolaten gezeigt werden.
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Abbildung 22  Anteile nosokomial erworbener und mitgebrachter VRE-Isolate unter den verschiedenen
Materialien des Universitatsklinikums Magdeburg in Prozent
RA/ST: Rektalabstrich/Stuhl; WA: Wundabstrich; i. g. M.: invasiv gewonnenes Material;
Weitere: Weitere Materialien

Bei Urinproben machten nosokomial erworbene Isolate 35,5 % (n = 11) und mitgebrachte Isolate
29,0 % (n = 9) der insgesamt 31 eingesandten Proben aus. 35,5 % (n = 11) bestanden dabei aus
unklaren Isolaten. Das Verhaltnis nosokomial erworbener zu mitgebrachten VRE-Isolaten unter Aus-

schluss der unklaren Isolate lag hier bei 55,0 % zu 45,0 %.
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Die 29 Wundabstriche waren zu 44,8 % (n =13) nosokomialer und zu 24,1 % (n = 7) mitgebrachter
Herkunft. Fir 31,0 % (n = 9) der Isolate war die Herkunft unklar. Das Verhaltnis nosokomial erwor-
bener zu mitgebrachten VRE-Isolaten unter Ausschluss der unklaren Isolate lag hier bei 65,0 % zu
35,0 %.

Bei den invasiv gewonnen Isolaten machten nosokomial erworbene Isolate 26,5 % (n = 9) und mit-
gebrachte Isolate 11,8 % (n = 4) aus. Die Anzahl der unklaren Isolate war mit 61,8 % (n = 21) ziem-
lich hoch. Das Verhéltnis nosokomial erworbener zu mitgebrachten VRE-Isolaten unter Ausschluss
der unklaren Isolate lag hier bei 69,2 % zu 30,8 %.

Bei Rektalabstrichen/Stiihlen wurden mit 26,2 % (n = 46) nosokomial erworbene und mit 27,9 %
(n = 48) mitgebrachte Isolate &hnlich haufig eingesandt. Der Anteil an unklaren Isolaten betrug
45,9 % (n = 79). Das Verhaltnis nosokomial erworbener zu mitgebrachten VRE-Isolaten unter Aus-
schluss der unklaren Isolate lag hier bei 51,6 % zu 48,4 %.

Bei den weiteren Materialien, bei denen es sich in der Mehrzahl der Félle um Abstriche ohne nahere
Bezeichnung und um Haut- und Vaginalabstriche handelte, waren nosokomial erworbene Isolate mit
10,0 % (n = 1), mitgebrachte Isolate mit 30 % (n = 3) und unklare Isolate mit 60 % (n = 6) vertreten.
Das Verhaltnis nosokomial erworbener zu mitgebrachten VRE-Isolaten unter Ausschluss der unkla-
ren Isolate lag hier bei 25,0 % zu 75,0 %.

3.7 VRE-Raten und Ergebnisse des VRE-Screenings

3.7.1 Ubersicht der VRE-positiven Patienten des UKMD und der im Rahmen
dieser Arbeit untersuchten VRE-Isolate

Von 2013 bis 2015 wurden von 276 Patienten des UKMD Vancomycin-resistente E. faecium-Isolate
eingeschickt und jeweils das Erstisolat in dieser Arbeit analysiert.
Ein systematisches VRE-Eingangsscreening und monatliches Querschnittsscreening der Intensivsta-

tionen, der chirurgischen Stationen und der Gastroenterologie des UKMD begann im Januar 2014.

In Tabelle 9 sind alle VRE-positiven Patienten des UKMD der Jahre 2013 bis 2015 mit der Unter-

scheidung zwischen der Art des Nachweises aufgelistet.
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Tabelle 9 Ubersicht der VRE-positiven Patienten des Universitétsklinikums Magdeburg der Jahre

2013 bis 2015
Patienten mit positivem VVRE-Screenin Patienten
VRE- atiente posttive creening mit aus- Patienten mit
Jahr positive " schlieBlich klinischer VRE-
Patienten | gge- davonnur | davon zusdtz- | Klinischem Manifestation
insgesamt samt pos. VRE- lich klinische VRE- insgesamt
Screening Manifestation Nachweis
2013 27 0 0 0 27 27
2014 101 70 35 35 31 66
2015 148 127 98 29 21 50
2013-
2015 276 197 133 64 79 143

In Tabelle 10 ist verzeichnet, welches Isolat/Material in dieser Arbeit von den Patienten untersucht

wurde, die sowohl eine positive Screeninguntersuchung als auch eine klinische Manifestation hatten.

Tabelle 10 Ubersicht der untersuchten Isolate der VRE-positiven Patienten des Universitétsklinikums
Magdeburg mit positivem Screeningresultat und klinischer Manifestation der Jahre 2014
bis 2015
Patienten mit pos. VRE- U_ntersuchung dgs Scrge— Unt_ersuchu"ng des kllnlsghen Ma-
. . ning-Isolats (spatere Ein- terials (spateres Screening, ver-
Jahr Screening und Klinischer L o
. . sendung des klinischen mutlich im Rahmen des Quer-
Manifestation . . :
Materials) schnittsscreenings)
2014 35 14 21
2015 29 17 12
2014-2015 64 31 33

Der Tabelle 11 ist zu entnehmen, wie viele Isolate aus Screeninguntersuchungen und wie viele Isolate

aus klinischen Nachweisen (klinische Manifestation) im Rahmen dieser Arbeit untersucht wurden.

Tabelle 11 Ubersicht der Zusammensetzung der untersuchten VRE-Isolate des Universitétsklinikums
Magdeburg der Jahre 2013 bis 2015
Jahr Unte_rsuchte Isolate Untersuchtt_e k_Ilnlsche Untersuchte Screening-Isolate
insgesamt Materialien

2013 27 27 0
2014 101 52 49
2015 148 33 115

2013-2015 276 112 164
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Zusammengefasst wurden in dieser Arbeit die VVancomycin-resistenten E. faecium-Erstisolate aller
276 betroffenen Patienten des UKMD untersucht.

Bei den 197 positiv gescreenten Patienten handelte es sich bei 164 Patienten um ihr Erstisolat, sodass
dieses in dieser Arbeit untersucht wurde. Die 164 Screening-Isolate kamen von 133 Patienten (2014:
n = 35; 2015: n = 98), die ausschliellich positive Screeninguntersuchungen hatten und von 31 Pati-
enten (2014: n = 14; 2015: n = 17), von denen im Nachhinein noch mindestens ein klinisches Isolat
eingesandt wurde.

Die weiteren 112 Isolate der insgesamt 276 untersuchten lIsolate stammten aus klinischen Materia-
lien, die zum einen von den 79 Patienten (2013: n = 27; 2014: n = 31; 2015: n = 21) kamen, von
denen ausschlieflich klinische Materialien eingeschickt wurden, und zum anderen von 33 Patienten
(2014: n = 21; 2015: n = 12), von denen neben klinischen Materialien im Nachhinein auch Rektal-
abstriche im Rahmen des VRE-Screenings eingesandt wurden (die restlichen 33 der 197 Screening-
patienten). Zu den klinischen Materialien zahlten aus Definitionsgriinden flinf Rektalabstriche aus
dem Jahr 2013, da in diesem Jahr noch kein VRE-Screening durchgefiihrt wurde, sowie eine Stuhl-
probe des Jahres 2013 und zwei Stuhlproben des Jahres 2014, die aufgrund unterschiedlicher klini-

scher Fragestellungen eingesandt wurden.

3.7.2 VRE-Raten

Die VRE-Rate des UKMD wurde ausschlieflich aus klinischen Isolaten, unter Ausschluss von Folge-
untersuchungen (Copy-Strains) und der positiven Screeningnachweise, berechnet, da bei selektiven
Methoden (chromID® VRE Agar), die fiir die Screeninguntersuchungen verwendet wurden, immer

der Nachweis besonderer Merkmale (positive Resistenz) bevorzugt wird.

Wie der Tabelle 12 zu entnehmen ist, stieg die VRE-Rate (Anteil der VRE-Isolate bezogen auf alle
E. faecium-Isolate) des UKMD von 7,1 % im Jahr 2013 signifikant (p < 0,001) auf 19,1 % im Jahr
2014 an und fiel im Jahr 2015 wieder signifikant (p = 0,042) auf 13,3 % ab. Die VRE-Rate des ge-
samten Beobachtungszeitraum 2013 bis 2015 betrug 13,0 %.

Tabelle 12 VRE-Raten des Universitatsklinikums Magdeburg der Jahre 2013 bis 2015
(Berucksichtigt wurden nur Patienten mit klinischen Isolaten)
Jahr E. faecium gesamt VSE VRE (Anzahl VRE/A\;zRaiIRétiaecium gesamt)
2013 381 354 27 7,1%
2014 345 279 66 19,1%
2015 375 325 50 13,3%
2013-2015 1101 958 143 13,0%
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3.7.3 Ergebnisse des VRE-Screenings

Fur die Ergebnisse des VRE-Screenings wurden ausschlieflich die Patienten/Isolate aus den Jahren
2014 und 2015, in denen das Screening durchgefiihrt wurde, berlicksichtigt.

In Tabelle 13 sind alle VRE-positive Patienten des UKMD der Jahre 2014 und 2015 mit der Unter-

scheidung zwischen der Art des Nachweises aufgelistet.

Tabelle 13 Ubersicht der VRE-positiven Patienten des Universitatsklinikums Magdeburg der Jahre
2014 und 2015

Patienten mit positivem VRE-Screening . . . .
VRE- Patienten mit Patienten mit

Jahr positive ] ausschlieBlich klinischer
Patienten davonnur | davon zusdtz- | Kklinischem | Manifestation

insgesamt Insgesamt | pos. VRE- lich Klinische Nachweis insgesamt

Screening Manifestation
2014-2015 249 197 133 64 52 116

Wie der Tabelle 14 zu entnehmen ist, hatten 79,1 % (197/249) aller VRE-positiven Patienten der
Jahre 2014 und 2015 eine positive Screeninguntersuchung. 20,9 % (52/249) der VRE-positiven Pa-
tienten wurden hingegen nicht gescreent und ausschlie3lich durch klinische Isolate identifiziert.
Insgesamt 46,6 % (116/249) der VRE-positiven Patienten hatten eine klinische Manifestation und
53,4 % (133/249) waren lediglich kolonisiert (nur positive Screeninguntersuchung).

Tabelle 14 Prozentuale Anteile VRE-positiver Patienten mit positiven Screeninguntersuchungen sowie
klinischen Manifestationen des Universitatsklinikums Magdeburg der Jahre 2014 und 2015
. . . Patienten mit positivem | Patienten mit klinischer
VRE-positive Patienten Insgesamt VRE-Screening VRE-Manifestation
o = = N o
o - < o = = c = (%)
=8 = o8 | §2 e 2 & S S 2
3 = o= n O = ® O mSs o N = =
o < 2@ Sa= >3 o =35 LT =y
= le) =5 QO p @ - wn o = 5 —- O 5 [oX
5 2 R 2 =2 2 Z S o B & o @ 5§
28 =29 5553 &8 & 3 = & = 2 g 2 3
Q 3 53 @a = @ 3 S < = 5 -3 32
g S 2 Sg | 8% =8 Sz 8 g2
55 ® 52 | 22 & S El f o
> 79,1% 20,9 % 53,4 % 46,6 % 67,5 % 32,5% 55,2 % 44,8 %
T | (197/249) | (52/249) | (133/249) | (116/249) | (133/197) (64/197) (64/116) (52/116)

50



Bei 67,5 % (133/197) der positiv gescreenten Patienten wurde ausschlieBlich das Isolat aus den
Screeninguntersuchungen detektiert (reine Kolonisation) und bei 32,5 % (64/197) wurde zusétzlich
dazu ein klinisches Isolat nachgewiesen (klinische Manifestation — vgl. Abschnitt 3.7.3.1 — Anteil
der Patienten mit klinischer Manifestation nach vorherigen und spéteren positiven Screeningunter-
suchungen).

Bei alleiniger Berlicksichtigung der 116 klinischen Isolate wurden mit 55,2 % (64/116) etwas mehr
als die Halfte der Patienten mit klinischen Manifestationen durch das Screening erfasst und 44,8 %
(52/116) nicht.

3.7.3.1 Anteil der Patienten mit klinischer Manifestation nach vorherigen und

spéateren positiven Screeninguntersuchungen

VVon den 197 positiv gescreenten Patienten wurden von 31 Patienten im Nachhinein klinische Isolate
eingesandt und von 33 Patienten zuvor (vgl. Tab. 10). Der gesamte Anteil der Patienten mit positiven
Screeninguntersuchungen und klinischer Manifestation betrug entsprechend 32,5 % (h = 64/197)
(vgl. Tab. 14).

Der Anteil der Patienten mit klinischer Manifestation nach vorherigen positiven Screeninguntersu-
chungen betrug 15,7 % (n = 31/197), was bedeutet, dass durch das durchgefiihrte VRE-Screening in
15,7 % der Falle kolonisierte Patienten detektiert wurden, die im weiteren Verlauf eine klinische
Manifestation entwickelten.

Der Anteil der Patienten mit klinischer Manifestation vor den nachgeschalteten positiven Screening-

untersuchungen betrug insgesamt 16,8 % (n = 33/197).

3.7.3.2 Anteil der Patienten mit klinischer Manifestation nach vorherigen und
spateren positiven Screeninguntersuchungen innerhalb der einzelnen

Fachgebiete

Auf den Intensivstationen, den chirurgischen Stationen und der Gastroenterologie wurden seit An-
fang 2014 monatlich Querschnittsscreenings durchgefiihrt.

Mehr als die Halfte der Screening-Isolate (nicht grafisch dargestellt) stammte von den Intensivstati-
onen (54,3 %; n = 107), gefolgt von den chirurgischen Stationen (27,4 %; n = 54) und der Gastro-
enterologie (10,2 %; n=20). Aus der Nephrologie/Urologie kamen Screening-Isolate von acht
(4,1 %), und aus der Hamatologie/Onkologie von zwei (1,0 %) Patienten. Die restlichen sechs Isolate
(3,0 %) der insgesamt 197 positiv gescreenten Patienten kamen aus den weiteren Abteilungen (Neu-
rologie und Neurochirurgie inklusive neurochirurgischer Intensivstation: n = 2; Orthopédie: n = 3;

Zentrale Notaufnahme und allgemeinchirurgische Ambulanz: n = 1).
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Mit der Anzahl der Patienten, von denen im Verlauf neben einem positiven Screening-Isolat mindes-
tens ein klinisches VRE-Isolat eingesandt wurde, konnte der prozentuale Anteil der Patienten mit
klinischer VRE-Manifestation nach vorherigen und spéteren positiven Screeninguntersuchungen fir
die einzelnen Fachgebiete berechnet werden (vgl. Abb. 23).
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Abbildung 23 Prozentuale Anteile der Patienten mit klinischer VRE-Manifestation nach vorherigen und
spateren positiven Screeninguntersuchungen in den einzelnen Fachgebieten des
Universitatsklinikums Magdeburg der Jahre 2014 und 2015
ITS: Intensivstationen; Chir. Stationen: Chirurgische Stationen; Gastro:
Gastroenterologie; Hama/Onko: Hamatologie/Onkologie; Weitere: Weitere Stationen

Die klinische VRE-Manifestation bei positivem Screeningnachweis war in den einzelnen Fachgebie-
ten unterschiedlich. So hatten Fachgebiete mit niedrigerem Screeningaufkommen einen recht hohen
prozentualen Anteil an klinischen Manifestationen. Die Stationen der Nephrologie/Urologie hatten
darunter einen Anteil von 62,5 % (n = 5/8), die der Hamatologie/Onkologie von 50,0 % (n = 1/2)
und die der weiteren Stationen von 66,7 % (n = 4/6).

Die Stationen mit regelméaRigen Screeninguntersuchungen (zusétzlich monatliches Querschnitts-
screening) hatten hingegen einen geringeren Anteil an klinischen VRE-Manifestationen, dennoch
auf hohem Niveau. Die chirurgischen Stationen und die Intensivstationen hatten darunter einen dop-
pelt so hohen Anteil (31,5 %; n = 17/54 bzw. 31,8 %; n = 34/107) wie die Gastroenterologie (15,0 %;
n = 3/20).

3.8 Analyse der VRE-Isolate von Patienten mit VRE-Infektion

Beriicksichtigt wurden nur die Isolate der 143 Patienten mit klinischer VRE-Manifestation (vgl.
Tab. 9, S. 48). Dabei wurde jeweils das klinisch relevanteste Material/lsolat eines jeden Patienten,
das maximal zwei Monate nach Erstnachweis eingesandt wurde, betrachtet. Invasiv gewonnene Ma-
terialien und vor allem Blutkulturen wurden bei der Untersuchung als schwerwiegendere, also rele-

vantere Infektionen als Harnwegs- und Wundinfektionen angesehen.
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Von den 164 in dieser Arbeit untersuchten Screeninguntersuchungen der Jahre 2014 und 2015 kam
es bei 31 Patienten (18,9 %) in der Folgezeit zur Einsendung eines Kklinischen Isolats und somit zu
einer klinischen VRE-Manifestation (vgl. Tab. 10, S. 48 u. Abschnitt 3.7.3.1.).

Bei 11 (9,8 %) der 112 Patienten, von denen schon zuvor ein klinisches VRE-Isolat eingeschickt und
in dieser Arbeit analysiert wurde (2013 bis 2015, vgl. Tab. 11, S. 48), kam es in der Folgezeit zur

Einsendung eines invasiv gewonnen Isolats und somit zu einer invasiven VRE-Manifestation.

3.8.1 Entnahmeort der klinischen VRE-Isolate

A.o.n.B. HA VA
56%  14%  2,1%

WA

19,6% BK
11,9%
Pkt
9,8%
inv. gew. M.
39,9%
o Skt
5,6%
Urin ATnv. VK
22,4% 9,8% 2,8%
RA/ST M. o.g.A.
7,7% 1,4%

Abbildung 24  Haufigkeitsverteilung der klinischen VRE-positiven Probenmaterialien des
Universitatsklinikums Magdeburg der Jahre 2013 bis 2015
RA/ST: Rektalabstrich/Stuhl; WA: Wundabstrich; A. 0.n.B.: Abstrich ohne ndhere
Bezeichnung; HA: Hautabstrich; VA: M. 0.g.A.: Material ohne genaue Angaben;
Vaginalabstrich; inv. gew. M.: invasiv gewonnenes Material; BK: Blutkultur; Skt: Sekret;
VK: Venenkatheter; A. inv.: Abstrich invasiv; Pkt: Punktat

Unter alleiniger Berlcksichtigung der Materialien der 143 Patienten mit klinischer VRE-Manifesta-
tion der Jahre 2013 bis 2015 (vgl. Abb. 24) waren Rektalabstriche/Stuhlproben mit 7,7 % (n = 11),
Urinproben mit 22,4 % (n = 32) und Wundabstriche mit 19,6 % (n = 28) vertreten.

39,9 % (n = 57) der Kklinischen Einsendungen bestanden aus invasiv gewonnenen Materialien, wo-
runter in absteigender Reihenfolge Blutkulturen mit 11,9 % (n = 17), invasive Abstriche und Punktate
jeweils mit 9,8 % (n = 14), Sekrete mit 5,6 % (n = 8) und Venenkatheter mit 2,8 % (n = 4) vertreten
waren.

Weitere klinische Isolate stammten aus Abstrichen ohne ndhere Bezeichnung (5,6 %; n = 8), Haut-
abstrichen (1,4 %; n = 2), Vaginalabstrichen (2,1 %; n = 3) sowie aus Materialien ohne genaue An-
gaben (1,4 %; n = 2).
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3.8.2 Herkunft der klinischen VRE-Isolate
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Abbildung 25  Haufigkeitsverteilung der eingesandten klinischen VRE-positiven Isolate der Abteilungen
des Universitatsklinikums Magdeburg der Jahre 2013 bis 2015
ITS: Intensivstation; Chir.: Chirurgie; HT: Herz-Thorax inkl. ITS; PI. u. MKG: Plastische
und Mund-Kiefer-Gesicht; Gastro: Gastroenterologie; Nephro/Uro: Nephrologie und Uro-
logie; HAmM/Onk: Hamatologie und Onkologie; Innere: Innere Medizin; interdisz.: interdis-
ziplinére; Pae: Padiatrie; Ortho: Orthopadie; ZNA/Amb.: Zentrale Notaufnahme und allg.
chirurgische Ambulanz; Derma: Dermatologie; Gyn: Gynékologie; Neu: Neurologie und
Neurochirurgie inkl. neurochir. ITS

Ausgehend von den 143 Patienten mit klinischer VRE-Manifestation der Jahre 2013 bis 2015 (vgl.
Abb. 25) wurden von den Intensivstationen insgesamt 44,8 % (n = 64) der klinischen VRE-Isolate
eingesandt. Darunter war die Intensivstation der chirurgischen Abteilungen mit 23,8 % (n = 34) fir
die meisten Einsendungen verantwortlich. Isolate der Intensivstation der Inneren Medizin machten
10,5 % (n = 15), Isolate der interdisziplinaren Intensivstation 9,8 % (n = 14) und Isolate der padiat-
rischen Intensivstation 0,7 % (n = 1) der Einsendungen aus.

Aus den chirurgischen Abteilungen stammten 27,3 % (n = 39) der Einsendungen. Die Viszeralchi-
rurgie war mit 18,2 % (n = 26) am haufigsten vertreten. Aus der Herz-Thorax-Chirurgie mit eigen-
standiger Intensivstation wurden 5,6 % (n = 8), aus den Abteilungen der Plastischen- und Mund-
Kiefer-Gesichtschirurgie zusammen 2,1 % (n = 3) und aus der GefaR-chirurgie 1,4 % (n = 2) der
Isolate eingeschickt.

Die Isolate der Abteilungen der Inneren Medizin inklusive Urologie machten 20,3 % (n = 29) aller
Einsendungen aus. Isolate der Nephrologie/Urologie wurden dabei mit 9,8 % (n = 14) am haufigsten
eingeschickt. Aus der Gastroenterologie kam es zur Einsendung von 6,3 % (n = 9) und aus der Ha-
matologie/Onkologie zur Einsendung von 4,2 % (n = 6) aller klinischen Isolate.

Die weiteren 7,7 % (n = 11) der Kklinischen Isolate stammten aus der Neurologie und Neurochirurgie,
der Orthopédie (je 2,1 %; n = 3), der Dermatologie und der Gynakologie (je 1,4 %; n = 2) sowie aus

der Zentralen Notaufnahme und allgemeinchirurgischen Ambulanz (0,7 %; n = 1).
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4 Diskussion

Enterokokken und vor allem E. faecium sind in zunehmendem MaRe fir nosokomiale Infektionen
verantwortlich [42,19]. Bis heute ist die genaue Art und Weise der VRE-Verbreitung noch nicht voll-
standig geklart [51]. Die nationalen Resistenzraten von E. faecium gegen viele Antibiotika und spe-
ziell gegen VVancomycin mit einem Anteil von meist tiber 10 % stellen daher ein ernstzunehmendes
Problem dar.

Im Rahmen dieser Arbeit wurden epidemiologische Untersuchungen von Vancomycin-resistenten
E. faecium-Erstisolaten von 276 Patienten aus den Jahren 2013 bis 2015 am UKMD hinsichtlich der
stationaren Herkunft, des Probenmaterials, der Geschlechts- und Altersverteilung, des Glykopeptid-
Resistenzgenotyps, des MLST-Sequenztyps sowie der zeitlichen Akquirierung untersucht, deren Er-

gebnisse nachfolgend im Einzelnen diskutiert werden.

4.1 VRE-Raten

Die VRE-Rate (Anteil der VRE-Isolate aus klinischen Untersuchungsmaterialien bezogen auf alle
klinischen E. faecium-Isolate) des UKMD stieg von 7,1 % im Jahr 2013 signifikant (p < 0,001) auf
19,1 % im Jahr 2014 an und fiel im Jahr 2015 wieder signifikant (p = 0,042) auf 13,3 % ab. Die
VRE-Rate des gesamten Beobachtungszeitraums 2013 bis 2015 betrug 13,0 %.

In Deutschland wurden nach dem Anstieg von VRE der Jahre 2009/2010 [54] wiederholt hohe Werte
Vancomycin-resistenter Enterokokken festgestellt (vgl. Tab. 15 bis 19 im Anhang). So zeigten die
aktuellsten Daten der Surveillance-Systeme Raten auf einem hohen Niveau von meist lber 10,0 %
[54,141]. Die Raten des ARS (Antibiotika-Resistenz-Surveillance in Deutschland), die nur Blutkul-
turisolate beriicksichtigten, lagen 2013 bei 12,9 %, 2014 bei 11,3 % und 2015 bei 12,3 % [4]. Die
Raten des SARI (Surveillance der Antibiotika-Anwendung und bakteriellen Resistenzen auf Inten-
sivstationen), die nur Isolate von Intensivstationen beriicksichtigten, lagen 2013 bei 12,8 %, 2014
bei 14,3 % und 2015 bei 13,1 % [157]. Die Raten des EARS-Net (European Antimicrobial Resistance
Surveillance Network), die nur invasive Isolate berticksichtigten, lagen 2013 bei 14,6 %, 2014 bei
9,1 % und 2015 bei 10,2 % [43]. Die Raten des Labors Dr. Limbach und Kollegen, Heidelberg, in
die wie auch in dieser Arbeit alle VRE-Isolate einflossen, lagen 2013-1 bei 16,0 %, 2013-2 bei
14,0 %, 2014-1 bei 13,0 % und 2014-2 bei 11,0 % [54].

Laut EARS-Net kam es ab 2012 bis 2015 zu einem signifikanten Rickgang von Vancomycin-resis-
tenten E. faecium-Isolaten in Deutschland [43]. Auch das NRZ konnte von 2011/2012 bis 2013/2014
keinen weiteren Anstieg des Anteils VRE/Enterokokken verzeichnen [142]. Dennoch lagen die Ra-

ten mit Uber 10 % weiterhin tber dem europdischen Durchschnitt [148,43].
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Abbildung 26 zeigt den zeitlichen Verlauf der VRE-Raten der einzelnen Surveillance-Systeme und
des UKMD von 2008 bis 2015.
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Abbildung 26  E. faecium Vancomycin-Resistenzraten der Jahre 2000 bis 2015 der Surveillance-Systeme
Labor Dr. Limbach und Kollegen (Limbach), Surveillance der Antibiotika-Anwendung und
bakteriellen Resistenzen auf Intensivstationen fliir Deutschland (SARI), Resistenzstudien der
Paul-Ehrlich-Gesellschaft fir Deutschland (PEG), Antibiotika-Resistenz-Surveillance in
Deutschland (ARS), EARS-Net fur Deutschland (EARS (DE)), EARS-Net fiir die EU/EAA
(EARS (EUV)), Universitatsklinikum Magdeburg (UKMD) — vor 2013 inkl. MRE-Screening,
vgl. auch Tab. 15-21 im Anhang

Zu einer deutlichen Zunahme von VRE-Nachweisen kam es am UKMD erst ab dem vierten Quartal
des Jahres 2013, woraufhin die VRE-Surveillance intensiviert wurde.

Im Jahr 2013 lag die VRE-Rate mit 7,1 % noch unter dem Durchschnitt der Surveillance-Systeme.
Im Jahr 2014 hingegen war die VRE-Rate im UKMD mit 19,1 % uberdurchschnittlich hoch. Durch
eingeleitete HygienemalRnahmen (s.u.) sank die Rate 2015 mit 13,3 % wieder auf Werte, die in etwa
mit denen der Surveillance-Systeme (bereinstimmten. Bei Betrachtung der VRE-Rate fiir den ge-
samten Beobachtungszeitraum (13,0 %) fanden sich im Vergleich mit den Raten der Surveillance-
Systeme insgesamt ahnliche Werte auf einem leicht héheren Niveau, wobei die Intensivstationen,
auch aufgrund des intensivieren Screenings, den groBRten Anteil der Einsendungen von VRE am
UKMD ausmachten (vgl. Abschnitt 4.3.1. - Herkunft der VRE-Isolate). In diesen Abteilungen nah-
men die Resistenzraten, vor allem in der Mitte Deutschlands, in den letzten Jahren kontinuierlich zu
[157,148].

Die ansteigenden VRE-Raten in Deutschland entwickelten sich regional sehr unterschiedlich
[148,78]. Im Vergleich zu den nationalen Surveillance-Systemen kam es so am UKMD erst spéter

zu einer deutlichen Zunahme der VRE-Rate. Genaue Griinde hierfir liel3en sich im Nachhinein nicht
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eruieren. Hospitalassoziierte E. faecium-Stdmme bzw. VRE kénnen sich durch Patientenverlegungen
zwischen Krankenh&usern schnell ausbreiten. Im Krankenhaus erfolgt die Ausbreitung ausgehend
von den Patienten bzw. der Patientenumgebung, insbesondere durch Handkontakte des medizini-
schen Personals, wenn die Regeln der Handehygiene nicht eingehalten werden [11,153,184,9,78,
79,84].

Zur Reduktion von VRE im klinischen Umfeld wurden multimodale VRE-Malinahmenbiindel von
verschiedenen Kliniken erfolgreich angewandt [11,184,115,145,3]. Nach der Zunahme von VRE am
UKMD wurde ein VRE-Praventionsbindel eingefiihrt, das, neben einem risikobasiertem Aufnah-
mescreening, aus einem intensivierten aktiven Screening in allen Bereichen mit einer erhéhten VRE-
Préavalenz, Isolierung der VRE-positiven Patienten, intensivierter Unterhaltsreinigung in allen Pati-
entenzimmern, Schlussdesinfektion der Patientenzimmer von VRE-positiven Patienten nach Entlas-
sung sowie Schulung der Mitarbeiter zu VRE-spezifischen Hygienemanahmen und zur Handhygi-
ene bestand. Dieses VRE-Biindel flihrte dann (s.0.) schnell zum Rickgang der VRE-Rate am
UKMD. Die genannten MalRhahmen zahlen zu den wichtigsten bei der Kontrolle von VRE [11,
184,115,145,3,84]. Zusétzlich zur strikten Isolierung der VRE-infizierten und -kolonisierten Patien-
ten kam es zur Anwendung erweiterter Barrieremalnahmen wie dem patientenbezogenen Einsatz
von Pflegeutensilien und dem Tragen von Einmalkitteln und -handschuhen. Da der kontrollierte und
kritische Einsatz von Antibiotika weiterhin einer der wichtigsten MalRnahmen bei der Einddmmung
der Verbreitung von VRE, aber ebenso aller anderen multiresistenten Erregern ist [153,11], wurde
das Antibiotic Stewardship (Beratung) in Bezug auf die Verordnung von Vancomycin auf den Inten-
sivstationen des UKMD eingeftihrt.

Zur weiteren Prévention von Infektionen kdnnte am UKMD eine antiseptische Waschung bei Pati-
enten mit ZVK [29] und auf Intensivstationen [22,84] beitragen, die derzeit ebenfalls am UKMD im

Rahmen der multizentrischen EFFECT-Studie erprobt werden.

4.2 Geschlechts- und Altersverteilung

Im Zeitraum der Untersuchung waren am UKMD maénnliche Patienten (64,9 %) signifikant haufiger
(p < 0,001) von VRE-Kolonisationen und -Infektionen betroffen als weibliche Patienten (35,1 %).
Die Studienlage zur Geschlechtsverteilung beziiglich einer Kolonisation bzw. Infektion mit VRE ist
uneinheitlich und I&sst keine allgemeingiiltigen Schlusse zu. Manche Untersuchungen sahen das
mannliche [124,73] und mehrere andere das weibliche Geschlecht als Risikofaktor [34,98,133,165,
33]. Andere Untersuchungen zeigten keinen Unterschied zwischen den Geschlechtern [163]. Ursa-
chen hierfr sind nur schwer zu eruieren, kénnten aber in demographischen und strukturellen Unter-

schieden begriindet sein.
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Eine vergleichsweise starkere Haufigkeitszunahme von VRE am UKMD zeigte sich mit zunehmen-
dem Lebensalter der Patienten. 93,5 % aller VRE-positiven Patienten waren &lter als 45 Jahre. Pati-
enten vor dem 45. Lebensjahr waren dabei signifikant seltener (p < 0,001) und Patienten ab dem 65.
Lebensjahr signifikant haufiger (p < 0,001) von VRE betroffen.

Hohes Lebensalter wurde bereits in mehreren Studien als unabhangiger Risikofaktor dargestellt, der
mit der Pravalenz von VRE signifikant verbunden ist [55,210,133,165].

4.3 Herkunft und Entnahmeort der VRE-Isolate

Die aus Screeninguntersuchungen und klinischen Untersuchungsmaterialien stammenden VRE-Iso-
late wurden von verschiedenen Stationen des UKMD mittels verschiedener Materialien unterschied-

licher korperlicher Lokalisationen eingesandt.

Im folgenden Abschnitt wurden zum einen alle 276 VRE-Erstnachweis-Isolate des UKMD betrach-
tet, die sowohl aus Screeninguntersuchungen als auch aus klinisch relevanten Materialien bestanden.
Zum anderen wurden die 143 Patienten mit mindestens einem klinischen VRE-Material/Nachweis
separat betrachtet und die 133 Patienten mit ausschlieBlich positivem Screeningnachweis vernach-
Iassigt, um einen gesonderten Uberblick tiber die klinischen Manifestationen (klinisch relevante Iso-
late) zu erhalten. Bei den hier untersuchten klinischen Isolaten handelte es sich immer um das kli-
nisch relevanteste Material (schwerwiegendste klinische Manifestation) eines jeden VRE-positiven

Patienten, das innerhalb von maximal zwei Monaten nach Erstnachweis eingesandt wurde.

4.3.1 Herkunft der VRE-Isolate

Von den in dieser Arbeit untersuchten 276 Isolaten stammte fast die Halfte aller Einsendungen von
Patienten aus den intensivmedizinischen Stationen (49,7 %). Die chirurgische Intensivstation war
hier wie auch insgesamt flir die meisten Einsendungen verantwortlich (27,2 %).

AulRerhalb der Intensivstationen stammte der grofite Anteil an Isolaten aus den operativen Abteilun-
gen (27,2 %). Darauf folgten mit 18,1 % die Abteilungen der Inneren Medizin inklusive Urologie
(Gastroenterologie 9,4 %; Nephrologie/Urologie 6,2 %; Hamatologie/Onkologie 2,5 %).

Auch unter alleiniger Berticksichtigung der 143 Patienten mit Verdacht auf VRE-Infektion war die
Verteilung der einsendenden Stationen am UKMD anndhernd deckungsgleich mit den Untersu-
chungen des RKI aus den Jahren 2011 bis 2014 [147,141].

Somit stammten die Isolate des UKMD wie auch die untersuchten Isolate des RKI vor allem aus den

klinischen Risikobereichen fur Kolonisationen und ggf. auch Infektionen mit Enterokokken bzw.
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VRE, zu denen neben den Intensivstationen die chirurgischen Disziplinen und Transplantations-
einheiten, die Innere Medizin, die Nephrologie und Urologie, die Hdmatologie und Onkologie sowie
zunehmend auch die Neonatologie und P&diatrie zdhlen [131,147,141]. In Bezug auf die Haufigkeits-
verteilung am UKMD ist aber zu berticksichtigen, dass das VRE-Screening nicht flachendeckend,
sondern in den Bereichen eingeflihrt wurde, in denen in diagnostischen Materialien eine erhéhte
VRE-Prévalenz festgestellt wurde.

Das haufigere Aufkommen von VRE in den genannten Risikobereichen und vor allem der Intensiv-
stationen hangt mit der Erkrankungsschwere zusammen [142]. So fuhren komplizierte Krankheits-
verlaufe, lange Liegedauern [171,75,166], vermehrte Antibiotikagaben mit erhohten Antibiotika-
selektionsdriicken [209,106,7,75,61,166,142], Intubation, mechanische Beatmung und weitere
invasive MalRnahmen [106,61,44,32] dazu, dass diese Patienten wesentlich haufiger nosokomiale
Besiedlungen und Infektionen erlangen als Patienten der Normalstationen. Der Grund fiir mehr
Einsendungen aus den chirurgischen als aus den brigen Abteilungen wird mit den chirurgischen
Eingriffen, die als eigenstidndiger Risikofaktor fir VRE-Kolonisationen und -Infektionen gelten,
zusammenhangen. [106,32] Besonders intraabdominale Eingriffe stellen dabei groRe Risiken dar,
was auch an den vergleichsweise hdufigen VRE-Einsendungen aus der Viszeralchirurgie des UKMD
(19,2 % aller Einsendungen) zu erkennen war.

Weitere Risikofaktoren, die eine VRE-Kolonisation und dementsprechend eine mdgliche an-
schlieBende Infektion begunstigen, sind neben den genannten eine vorherige Hospitalisierung [171,
75,166], Kontakt zu VRE-Tréagern (direkt und indirekt tiber kontaminierte Patientenumgebung) [32],
chronische Hamodialysepflichtigkeit [171,7,75], Diarrhd [44], das Alter der Patienten (v.a. &ltere
multimorbide Patienten) [25,115], sowie die Gabe von Immunsuppressiva [61].

Aus der Hamatologie/Onkologie, die aufgrund von Immunsuppression und schwerem Grundleiden
sehr stark geféhrdete Patienten fir Kolonisationen und Infektionen mit VRE beherbergt [202],
wurden aus dem UKMD vergleichsweise relativ wenige VRE-Isolate eingesandt. Eine wichtige
Motivation fiir die Implementierung des oben dargestellten VRE-Biindels war gerade die Aus-
breitung von VRE in sensiblen Bereichen, wie der Haimatologie, zu vermeiden, was bisher gelungen
ist. Aufgrund der geringen VRE-Préavalenz wurde auf der Himatologie kein systematisches wdchent-
liches Querschnittsscreening aller Patienten durchgefiihrt, weshalb nicht ausgeschlossen werden
kann, dass einzelne Kolonisationen Ubersehen wurden. Es gab allerdings auch keinen deutlichen
Anstieg von VRE in primér sterilen Materialien wie Blutkulturen, was darauf hindeutet, dass die

eingeschlagene Strategie bisher erfolgreich war.
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4.3.2 Antibiotic Stewardship

Viele haufig verabreichte Antibiotika-Gruppen fordern die Selektion von hospitalassoziierten-lsola-
ten sowie folglich von VRE, insbesondere Cephalosporine der zweiten Generation (14,6 %) und Flu-
orchinolone (14 %), gefolgt von Penicillinen mit b-Lactamase-Inhibitoren (12,6 %) und Cephalos-
porinen der dritten Generation (10.6 %) [63,13]. Ziel dieser Arbeit war es, Daten zur Epidemiologie
von VRE zu sammeln und im regionalen und nationalen Kontext zu vergleichen, weshalb die Anti-

biotikaverbrduche der einzelnen Stationen des UKMD nicht weiter analysiert wurden.

4.3.3 Entnahmeort der VRE-Isolate

Die in dieser Arbeit untersuchten 276 Isolate wurden tberwiegend als Rektalabstrich/Stuhlproben
(62,3 %) eingeschickt. Weitere hdufige Materialien waren Urinproben (11,2 %), Wundabstriche
(10,5 %) und invasiv gewonnene Materialien (12,3 %), welche sich aus invasiven Abstrichen
(3,6 %), Punktaten (3,3 %), Blutkulturen (2,9%), Sekreten (1,4 %) und Venenkathetern (1,1 %) zu-

sammensetzten.

Bei VRE-Isolaten aus Urinproben wie auch aus Wundabstrichen kann es sich neben Kolonisationen
[168] ebenso wie bei invasiv gewonnenen Materialien um Infektionen gehandelt haben. Ent-
sprechend waren mindestens 62,3 % (Rektalabstriche/Stuhlproben) der 276 untersuchten Patienten
zum Zeitpunkt des Erstnachweises lediglich kolonisiert. Dieser Befund entspricht auch den Beob-
achtungen anderer Arbeiten, dass die Mehrzahl der VRE-positiven Patienten nur kolonisiert und eher
wenige infiziert sind [199]. Da E. faecium Bestandteil der natiirlichen Darmflora ist [46], war es
zudem nicht verwunderlich, dass die meisten Einsendungen auch aufgrund der durchgefiihrten
Screeninguntersuchungen per Rektalabstrich aus Rektalabstrichen/Stuhlproben stammten.

Die Verteilung des eingesandten Probenmaterials des UKMD entsprach in etwa den Beobachtungen
des RKI aus den Jahren 2011 bis 2014 [147,141], bei denen Rektalabstriche, Urinproben, Wund-
abstriche und weitere Abstriche sowie Blutkulturen und weitere invasive Materialien der Reihenfolge

nach am héufigsten vorkamen.

Bei alleiniger Berucksichtigung der 143 Patienten mit Verdacht auf VRE-Infektion, aufgrund des
Erregernachweises in klinisch relevanten Untersuchungsmaterialien, veréndert sich die Materialver-
teilung. Invasiv gewonnene Materialien (39,9 %) machten den grof3ten Anteil der klinisch relevanten
Einsendungen aus. Urinproben (22,4 %) und Wundabstriche (19,6 %) waren am zweit- beziehungs-
weise dritthdufigsten. Unter den invasiv gewonnen Materialien wurden in absteigender Reihenfolge
Blutkulturen (11,9 %), invasive Abstriche (9,8 %), Punktate (9,8 %), Sekrete (5,6 %) und Venenka-
theter (2,8 %) eingesandt.
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Ein VRE-Nachweis in invasiv gewonnenen, primér sterilen Materialien, insbesondere Blutkulturen,
ist immer als Hinweis auf eine schwerwiegende Infektion zu werten, da ein Erregernachweis im Blut,
abgesehen von relativ seltenen Kontamination bei der Blutabnahme, immer als Infektion zu werten
ist. Ein VRE-Nachweis im Mittelstrahlurin oder im Wundabstrich kann ein Hinweis auf einen Harn-
wegsinfekt oder eine Wundinfektion sein, in vielen Fallen handelt es sich aber nur um eine Besied-

lung der distalen Urethra oder der Wundoberfléache.

Die Analyse der Isolate von Patienten mit Verdacht auf VRE-Infektion zeigte die wesentliche Kklini-
sche Infektionsverteilung sowie die Entwicklung auf, die bei einer Kolonisation oder einer Infektion
mit Vancomycin-resistenten E. faecium-Stdmmen eintreten kann (Kolonisierungs- bzw. Infektions-
verlauf).

Es zeigte sich, dass zuvor kolonisierte Patienten im Verlauf eine klinische Manifestation entwickeln
kénnen. Bei 31 der 164 (18,9 %) positiv gescreenten Patienten der Jahre 2014 und 2015 kam es im
weiteren zeitlichen Verlauf zur Einsendung eines klinischen Materials (klinische Manifestation).
Dies entspricht den Angaben der Literatur, dass Infektionen mit Enterokokken und entsprechend
E. faecium klassischerweise intestinale Besiedlungen mit anschlieRender intestinaler Anreicherung
vorausgehen [213,179].

Bei 11 der 112 Patienten (9,8 %), von denen zuvor ein klinisches VRE-Isolat vorlag, wurde im wei-
teren klinischen Verlauf ebenfalls ein VRE-Isolat in einem invasiv gewonnen Material nachgewie-
sen, was als Entwicklung einer generalisieren Infektion nach einer initial lokalisierten Infektion ge-
wertet werden konnte.

Besonders bei Patienten mit schweren Grundleiden und/oder einer Immunsuppression ist das Risiko
einer VRE-Infektion im Allgemeinen und mit schwerem Verlauf signifikant erhéht [27,209,108,131,
184].

4.4 Verteilung der Glykopeptid-Resistenzgenotypen

Fur jedes der 276 untersuchten Isolate erfolgte die Bestimmung des Glykopeptid-Resistenzgenotyps
mittels PCR. Im Vergleich zur Bestimmung des Phanotyps ist die Bestimmung des Genotyps ge-
nauer. Bei alleiniger Bestimmung des Phanotyps kann es vorkommen, dass Isolate mit niedrig expri-
mierten Resistenzen, wie z.B. bei vanB, nicht erfasst werden [199,79].

Ein Reservoir von vanB in anaeroben Darmkommensalen kann bei der direkten Detektion aus Rek-
talabstrichen zu falsch positiven Ergebnissen fiihren [204,57], weshalb die molekulare Bestimmung

des Genotyps aus kulturellen Isolaten durchgefihrt wurde.

Am UKMD kam es zwischen 2013 und 2015 zu einem signifikanten Wechsel des vorherrschenden

Glykopeptid-Resistenzgenotyps von vanA hin zu vanB (p < 0,001).
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In den Jahren 2013 und 2014 war der vanA-Genotyp (2013: 85,2 %; 2014: 70,3 %) haufiger als der
vanB-Genotyp (2013: 14,8 %; 2014: 29,7 %), dessen Anteil sich jedoch von 2013 zu 2014 in etwa
verdoppelte. Auch im Jahr 2015 nahm der Anteil vanB-positiver Isolate im Vergleich zum Vorjahr
um knapp die die Hélfte zu, sodass 56,8 % der Isolate aus 2015 vanB-positiv und 43,2 % vanA-
positiv waren.

Im gesamten Untersuchungszeitraum von 2013 bis 2015 war dennoch der vanA-Genotyp mit 57,2 %
signifikant haufiger (C1 51,2 % - 63,2 %) vertreten als der vanB-Genotyp mit 42,8 %.

Die Surveillance-Systeme PEG, ARS, Sari, Labor Dr. Limbach und das NRZ, die alle die VRE-
Entwicklungen fur Deutschland dokumentieren, hatten bereits seit 2009/2010 einen beginnenden
Wechsel des vorherrschenden Glykopeptid-Resistenzgenotyps von vanA hin zu vanB beobachtet. So
war der Anstieg von Vancomycin-resistenten Enterokokken in Deutschland ab 2009/2010 verstérkt
auf einer Zunahme vanB-positiver Isolate zurlickzufuhren, die bis dahin im Gegensatz zu vanA-
positiven Isolaten eher selten vorkamen [54].

Im NRZ waren vanB-positive E. faecium-Isolate 2011 mit 32,8 % und 2012 mit 40 % Haufigkeit
vertreten [54]. In den Jahren 2013 und 2014 waren die eingesendeten Vancomycin-resistenten
E. faecium-Isolate an das NRZ etwa zur Halfte vanA- beziehungsweise vanB-positiv [141]. Auch die
Daten von PEG, ARS und SARI zeigten, dass seit ca. 2012 beide Typen in etwa gleichhdufig
vertreten waren [54,4,43,83,157].

Im Vergleich zu den Daten der Surveillance-Systeme zeigte sich am UKMD eine &dhnliche, aber
verzdgerte Entwicklung der Inzidenz von VRE und der Glykopeptid-Resistenzgenotyp-Verteilung.
Da in der vorliegenden Arbeit lediglich Daten aus den Jahren 2013 bis 2015 analysiert wurden, lasst
sich uber die zeitliche Entwicklung der Verteilung der Glykopeptid-Resistenzgenotypen vor 2013

keine Aussage treffen.

Die Grlnde flr das verstérkte Auftreten bzw. Erkennen von vanB-positiven E. faecium-Isolaten sind
ebenso wie die Ursachen des allgemeinen Anstiegs von VRE nicht abschlieRend geklért und vermut-
lich multifaktoriell bedingt.

Neben den eher methodischen und strukturellen Argumenten wie den verdnderten EUCAST-Grenz-
werten aus dem Jahr 2010, den neuen chromogenen Screeningmedien und die neuerdings breite An-
wendung genotypbasierter Nachweisverfahren [191,79,56,76,169,211,204,146], kdnnen ebenso an-
dere mikrobiologische Aspekte urséchlich zugrunde liegen. So ist weder die Rolle des vanB-Reser-
voirs in Darmkommensalen bezuglich der Funktion als Ursprung der vanB-bedingten Resistenz in
Enterokokken einzuschatzen, noch inwieweit eine Ubertragbarkeit des mobilen vanB-Genclusters
zwischen nicht verwandten Stdmmen Einfluss auf eine zunehmende Verbreitung hat. [191,79,8] Die
Aufklarung dieser Fragestellung bedarf weiterer Studien und wird zurzeit durch das NRZ untersucht
[141].
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4.4.1 Verteilung der Glykopeptid-Resistenzgenotypen innerhalb der
einzelnen Fachgebiete

Im gesamten Beobachtungszeitraum von 2013 bis 2015 war in den meisten klinischen Fachgebieten
der vanA-Genotyp hdufiger als der vanB-Genotyp, was vor allem dadurch begriindet war, dass vanA-
positive Isolate im gesamten Beobachtungszeitraum haufiger waren.

Nur in den chirurgischen Abteilungen waren vanA-positive Isolate (65,3 %) signifikant haufiger
(p=0,01; CI1 53,5 % - 76,0 %) vertreten als vanB-positive Isolate (34,7 %).

Auf den Intensivstationen sowie den Bereichen der Inneren Medizin inklusive Urologie waren die
Anteile an vanA- und vanB-positiven Isolaten ausgeglichener und die zwei Resistenzgenotypen ka-
men etwa gleich haufig vor (54,7 % zu 45,3 % bzw. 48,0 % zu 52,0 %).

Unter den verschiedenen Bereichen der Inneren Medizin war der vanA-Typ auf der Hamatologie/On-
kologie sowie der Nephrologie/Urologie etwas zahlreicher als der vanB-Typ (57,1 % zu 42,9 % bzw.
58,8 % zu 41,2 %). Nur auf der Gastroenterologie waren vanA-positive Isolate seltener als vanB-
positive Isolate (38,5 % zu 61,5 %).

Nach getrennter Darstellung der Erfassungsjahre war bei fast allen Fachgebieten der Wechsel des
vorherrschenden Glykopeptid-Resistenzgenotyps von vanA hin zu vanB zu beobachten. Lediglich
flr die Hamatologie/Onkologie war aufgrund der wenigen Isolate pro Jahr kein spezieller Trend zu

erkennen.

Auch Ergebnisse des RKI aus den Jahren 2010/2011 zeigten eine bevorzugte Verteilung des jewei-
ligen Glykopeptid-Resistenzgenotyps unter verschiedenen Fachabteilungen [79]. Zum Teil war die
Verteilung jedoch eine andere als in dieser Arbeit. So zeigten die Ergebnisse des RKI eine ahnliche
Aufteilung des Glykopeptid-Resistenzgenotyps flr Intensivstationen (51,2 % zu 48,8 %), Hamato-
logie/Onkologie (52,1 % zu 47,9 %) sowie Nephrologie/Urologie (57,4 % zu 42,6 %). VRE-Isolate
von chirurgischen Abteilungen sowie aus der Gastroenterologie (RKI - Inneren Medizin) zeigten
aber im Vergleich zum UKMD entgegengesetzte Verhaltnisse der Verteilung der Glykopeptid-Re-
sistenzgenotypen (46,0 % zu 54,0 % bzw. 55,8 % zu 44,2 %).

Dementsprechend kann keine allgemeingultige Aussage uber eine fachspezifische Verteilung der

Glykopeptid-Resistenzgenotypen getroffen werden.
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4.4.2 Verteilung der Glykopeptid-Resistenzgenotypen unter den

verschiedenen Materialien

Im gesamten Beobachtungszeitraum waren vanA-positive Isolate bei fast allen Materialien haufiger
als vanB-positive Isolate. Bei den weiteren Materialien, bestehend aus Abstrichen ohne nahere Be-
zeichnung, Haut- und Vaginalabstrichen tiberwog der vanA-Genotyp (90,0% zu 10,0 %). Ahnlich
sah es bei den Urinproben aus (74,2 % zu 25,8 %). Bei den Wundabstrichen (65,5 % zu 34,5 %) und
invasiv gewonnenen Materialien (58,8 % zu 41,2 %) war ebenfalls der vanA-Typ héufiger, wobei
vanB-positive Isolate einen bedeutsamen Anteil ausmachten.

Bei den Rektalabstrichen/Stuhlproben kamen vanA- und vanB-positive Isolate etwa gleich héaufig
vor (50,6 % zu 49,4 %). Im Beobachtungszeitraum waren somit vanA- und vanB-positive Isolate
etwa gleichermalfien fiir reine Kolonisationen verantwortlich (Rektalabstriche/Stuhlproben).

Bei den Isolaten aller anderen Materialien, die nicht aus dem naturlichen Habitat fur Enterokokken
(Gastrointestinaltrakt) stammten und neben Kolonisationen (z.B. Wundkolonisation) Infektionen

darstellten, waren vanA positive Isolate haufiger (s.0.).

Von 2013 hin zu 2015 kam es bei allen eingesandten Materialien zur Zunahme vanB-positiver Isolate
im Verhaltnis zu vanA-positiven Isolaten. Der Wechsel des vorherrschenden Glykopeptid-Resistenz-
genotyps von vanA hin zu vanB konnte allerdings nur bei den Rektalabstrichen/Stuhlproben und bei
den invasiv gewonnenen Materialien festgestellt werden.

Der Wechsel des vorherrschenden Glykopeptid-Resistenzgenotyps hing somit vornehmlich mit der
Zunahme vanB-positiver Isolate im Verhaltnis zu vanA-positiven Isolaten unter den 172 Rektalab-
strichen/Stuhlproben zusammen. Dies kénnte ein Hinweis auf die bereits vermutete Moglichkeit der
Ubertragung des mobilen vanB-Genclusters zwischen nicht verwandten Stammen sein und damit die
Rolle eines vanB-Reservoirs in Darmkommensalen als Ursprung der vanB-bedingten Resistenz in
Enterokokken unterstreichen [191,79,8].

Vergleiche unserer Ergebnisse mit Ergebnissen des RKI aus den Jahren 2010/2011 [79] zeigten zum
Teil unterschiedliche Verteilungen des vorherrschenden Glykopeptid-Resistenzgenotyps unter den
verschiedenen Materialien, sodass keine allgemeingultige Aussage (iber eine bevorzugte Assoziation
des Genotyps mit bestimmten Lokalisationen/Materialien getroffen werden konnte. Die Ergebnisse
des RKI zeigten bei allen Materialien meist eine ausgeglichene Verteilung, wobei bei invasiv ge-
wonnenen Materialien sowie Wundabstrichen der vanB-Typ und bei Urinproben und Rektalabstri-
chen/Stuhlproben der vanA-Typ uberwog. Aufgrund der eher geringen Anzahl an untersuchten Iso-
laten in dieser Arbeit, insbesondere aus klinisch relevantem Material, ist es schwierig, allgemeingul-

tige Schlisse aus der Verteilung der Glykopeptid-Resistenzgenotypen zu ziehen.
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4.5 Ergebnisse des Multilocus Sequence Typings

Um einen Uberblick tiber die E. faecium-Populationsstruktur des Universititsklinikums Magdeburg
zu erhalten, wurde fir jedes Isolat der entsprechende Sequenztyp mittels MLST bestimmt.

Da das Hauptaugenmerk auf der Erfassung der E. faecium-Populationsstruktur lag, wurde die MLST-
Methode verwendet, die, auch wenn sie vergleichbar aufwendig und teuer ist, seit Jahren als Gold-
standard gilt [199].

Fur Ausbruchsuntersuchungen ist die PFGE zwar besser geeignet, jedoch ist sie fiir Populations-
strukturanalysen uberdiskriminierend und der laboriibergreifende Austausch und Vergleich der ge-

wonnen Daten ist zudem nicht so gut und einfach moglich wie beim MLST [199].

451 MLST-Sequenztypen

Im gesamten Zeitraum der Erfassung von 2013 bis 2015 wurden unter allen 276 untersuchten Isolaten
zusammengenommen 20 unterschiedliche Sequenztypen bestimmt: ST117: 59,4 %; ST203: 9,8 %;
ST17:8,0%; ST192: 5,4 %; ST80: 4,3 %; ST78: 3,3 %: ST202: 2,2 %; ST780: 1,4 %; ST233, ST262:
je 1,1 %; ST18: 0,7 %; ST64, ST280, ST375, STH51, ST612, ST811, ST1322, ST1323, ST1324: je
0,4 %.

Die Sequenztypen ST1322, ST1323 und ST1324 wurden erstmals im Rahmen dieser Arbeit entdeckt

und waren anfangs aufgrund unbekannter Allelkombinationen keinen Sequenztypen zuzuordnen.

Die funf haufigsten Sequenztypen des UKMD, die jeweils in mindestens Uber vier Prozent der Falle
detektiert und zusammengenommen bei mehr als 85,0 % aller Isolate bestimmt wurden, waren
ST117, ST203, ST17, ST192 und ST80.

Die Verteilung der funf h&ufigsten Sequenztypen des UKMD war in etwa deckungsgleich mit den
Ergebnissen des NRZ, welches von 2011 bis 2014 [141] beziehungsweise bis 2015 [192] MLST-
Bestimmungen von Blutkulturisolaten durchgefiihrt hat. (ST117: 30 %; ST203: 18 %; ST192: 14 %;
ST17: 11 %; ST80: 9 % [192]).

Die ansteigenden VRE-Raten gehen demnach vor allem mit der Verbreitung bestimmter MLST-Se-

guenztypen von E. faecium einher [32,192].

Die Ergebnisse dieser Arbeit, in der sowohl klinisch relevante Isolate (Infektionen), als auch Isolate
aus Screeninguntersuchungen (Kolonisationen) untersucht wurden, stimmten mit den Ergebnissen
des NRZ, die nur Blutkulturisolate untersuchten, weitestgehend tiberein. Dies lasst darauf schlieRen,
dass am UKMD die gleichen Sequenztypen vorherrschen wie im Rest Deutschlands (in Blutkultu-

ren). Des Weiteren zeigten die Ergebnisse, dass es sich bei den Sequenztypen, die vorwiegend fur
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Bakteriamien/Sepsen verantwortlich sind, um dieselben Sequenztypen handelt, die allgemein auch

in anderen Materialien/Lokalisationen (wie in dieser Arbeit) am h&ufigsten zu finden sind.

Werner et al. haben im Laufe der letzten Jahre (2006 bis 2015) eine gewisse Dynamik unter den
verschiedenen Sequenztypen mit einer Zunahme der Sequenztypen ST117, ST203 und ST80 und
einer Abnahme der Sequenztypen ST192 und ST78 festgestellt [194].

ST117 war am UKMD signifikant der haufigste Sequenztyp (p < 0,001). Ob der Grund der Haufung
von ST117 ein moglicher Ausbruch (Outbreak) war, lieR8 sich durch die MLST-Methode nicht auf-
klaren, worauf im Abschnitt 4.5.4 — Limitation des MLST und zukiinftige Entwicklung néher einge-
gangen wird. Nicht nur in Deutschland, sondern auch in anderen Europdischen Léndern wie den
Niederlanden, Norwegen und Polen ist ST117 der haufigste Sequenztyp [194].

Uber den gesamten Beobachtungszeitraum wurde am UKMD jedoch ein epidemiologischer Wandel
deutlich. Die Dominanz des ST117 in den Jahren 2013 und 2014 wurde durch h&ufigeres Auftreten
verschiedener Sequenztypen im Jahr 2015 abgeldst, was an den eingeleiteten Mainahmen zur VRE-
Prévention und -Infektionskontrolle, wie Isolierung und BarrieremalRnahmen nach aktivem Scree-
ning, liegen konnte.

Der zweithdufigste Sequenztyp dieser Arbeit (ST203) wurde 2013 keinmal und 2014 lediglich ein-
mal bestimmt und trat vor allem im Jahr 2015 auf. Auch in Dadnemark wurde ein Anstieg des ST203
in jungster Vergangenheit, vor allem im Jahr 2015, verzeichnet [62].

ST192 war als vanB-Variante mitverantwortlich fur den deutlichen Anstieg von VRE in Deutschland
in den Jahren 2009 bis 2011 [195] und rangiert heutzutage noch an dritter (NRZ) beziehungsweise
vierter (diese Arbeit) Stelle der haufigsten Sequenztypen.

Fur ST80, der heutzutage im NRZ wie auch in dieser Arbeit der finfthaufigste Sequenztyp ist, ver-

zeichneten Werner et. al in den letzten Jahren einen sogar deutlichen Anstieg [194].

4.5.2 Verteilung der Glykopeptid-Resistenzgenotypen in Abhangigkeit zum
Sequenztyp

Bestimmte Sequenztypen sind bevorzugt mit vanA- beziehungsweise vanB-Genotypen assoziiert

[78,15], was in dieser Arbeit bestatigt wurde.

Vorwiegend vanA-positiv waren ST117 mit 62,2 %, ST203 mit 77,8 % und ST80 mit 83,3 %. Ein
signifikanter Zusammenhang zum vanA-Genotyp bestand dabei fir ST117 (p = 0,048) und ST203
(p = 0,025). Eine signifikante Korrelation zum vanB-Genotyp konnte fiir die Sequenztypen ST17
(81,8 %; p < 0,001) und ST192 (93,3 %; p < 0,001) gezeigt werden.

Seltenere Sequenztypen zeigten zwar Korrelationen zu jeweils einem der zwei Resistenzgenotypen,

lieRen aber nur Tendenzen erkennen. So trugen Isolate der Sequenztypen ST78 mit 66,7 % und
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ST233 mit 100 % vorwiegend das vanA- und Isolate der Sequenztypen ST202 mit 83,3 % und ST780

mit 100 % hauptsachlich das vanB-Gencluster.

Auch das NRZ konnte fur die haufigen Sequenztypen ST117, ST192 sowie ST203 ahnliche Korre-
lationen zwischen Sequenztyp und vorherrschendem Resistenzgenotyp feststellen.

So sind laut NRZ, wie auch am UKMD nachgewiesen, VRE-Isolate von ST192 fast ausschlief3lich
mit vanB assoziiert, wohingegen Isolate von ST203 hauptsachlich vanA-positiv sind [194]. Bei an-
deren Sequenztypen scheint laut NRZ eine solche Assoziation allerdings weniger stark ausgepragt
zu sein, wie zum Beispiel fur ST117 [141], der allerdings am UKMD signifikant mit vanA assoziiert
war. Somit stimmten die Ergebnisse dieser Arbeit mit denen des NRZ weitestgehend berein und
lieRen zudem darauf schlielen, dass eine Korrelation zu einem der zwei Glykopeptid-Resistenzge-
notypen auch bei selteneren Sequenztypen besteht, was jedoch durch weitere Studien mit einer gro-

Beren Anzahl an Isolaten bestatigt werden misste.

4.5.3 Einordnung der in dieser Arbeit bestimmten Sequenztypen in die

E. faecium Populationsstruktur

Mit Hilfe der Software goeBURST 1.2.1 [47] und der Software MEGAG [172] erfolgte die Einord-
nung der in dieser Arbeit bestimmten Sequenztypen in die E. faecium-Gesamtpopulation und die
Darstellung der Verwandtschaftsverhaltnisse zwischen den unterschiedlichen Sequenztypen.

Durch den BURST-Algorithmus kommt es bei Organismen mit einer hohen Rekombinationsrate,
wie es fiir E. faecium der Fall ist, zu einzelnen grof3en, weitldufigen BURST-Gruppen [178]. Dieses
Verfahren wurde jedoch in vielen Studien [45,205,202,207,208,89,85,161,192,194] verwendet und
verdeutlicht sehr gut die Unterteilung zwischen hospitalassoziierten und nicht-hospitalassoziierten
Isolaten. Zudem ermdglicht es einen Uberblick tiber die Populationsstruktur am UKMD und die Ein-
ordnung dieser in die E. faecium Gesamtpopulation.

Alle in dieser Arbeit identifizierten Sequenztypen, inklusive der drei erstmals entdeckten, waren Teil
des CC17, der die Gesamtpopulation der hospitalassoziierten Isolate darstellt [205,87,176,177].
Demzufolge gehdrten alle zwischen 2013 bis 2015 eingesandten VRE-Isolate des UKMD ausschlieR-

lich zur Subpopulation der hospitalassoziierten Stamme.

Willems et al. konnten 2012 mit dem Programm BAPS (Bayesian analysis of the population struc-
ture) den CC17 bereits in die drei Hauptkrankenhauslinien ST17, ST18 und ST78 unterteilen [208].
Die Sequenztypen des CC17 finden sich nach BAPS in zwei unterschiedlichen Untergruppen, den
BAPS-Gruppen 2-1 und 3-3, wieder. BAPS-Gruppe 3-3 ist v. a. mit hospitalassoziierten Isolaten
assoziiert und enth&lt ST17 und ST18 sowie ihre Abkémmlinge, wohingegen BAPS-Gruppe 2-1 v. a.

mit Nutztier-Isolaten assoziiert ist und ST78 und seine Abkémmlinge enthélt [208].
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Die am UKMD detektierten Sequenztypen fanden sich entsprechend alle in den BAPS-Gruppen 2-1
und 3-3 beziehungsweise der krankenhausbezogenen Gruppe Al (WGS) wieder [175,89] und teilten
sich auf die drei durch Willems et al. [208] bestimmten Abstammungslinien auf, was durch die evo-
lutiondre Analyse mit MEGAG6 [172] veranschaulicht wurde (vgl. Abschnitt 3.5.2 - Einordnung der
in dieser Arbeit bestimmten Sequenztypen in die E. faecium Populationsstruktur).

Zur Lineage 17 (BAPS 3-3) gehorten die funf Sequenztypen ST17, ST202, ST233, ST280 und
ST1322. Zur Lineage 18 (BAPS 3-3) gehorten die drei Sequenztypen ST18, ST64 und ST262. Zur
Lineage 78 (BAPS 2-1) gehorten die zwoIf Sequenztypen ST78, ST80, ST117, ST192, ST203,
ST375, ST551, ST612, ST780, ST811, ST1323 und ST1324.

Demnach gehdrten insgesamt zwdlf der zwanzig detektierten Sequenztypen sowie vier der funf hau-
figsten Sequenztypen (ST117, ST192, ST203, ST80) zur Lineage 78, deren Abstammungslinie so-
mit am UKMD mit 85,9 % (n = 237) aller Isolate im Vergleich zur Lineages 17 mit 12,0 % (n = 33)
und Lineage 18 mit 2,2 % (n = 6) Uberwog.

Lineage 17 (ST17) und Lineage 18 (ST18) reprasentierten die erste Welle von hospitalerworbenen
Infektionen in den 80er und 90er Jahren, wohingegen Lineage 78 (ST78) seit 2005 geh&uft auftritt
[78,49,208] und heutzutage nicht nur am UKMD durch den Sequenztyp ST117 vorherrscht.

So ist die jlingste weltweite Zunahme multiresistenter E. faecium-Stdmme, die Infektionen in Kran-
kenhdusern verursachen, vor allem mit der Zunahme von Stdmmen der Lineage 78 assoziiert. Unter
den Isolaten dieser Lineage (sowie im Allgemeinen) ist ST117 heutzutage der am haufigsten identi-
fizierte Sequenztyp in vielen europdischen Gesundheitseinrichtungen [193,5,208,175,48,173,174,
52,60].

Die Gruppierung von ST78 und seinen Abkdmmlingen in eine andere Gruppe als ST17 und ST18
lasst auf eine unterschiedliche Evolutionsgeschichte dieses Sequenztyps schlieRen, wobei ST78 ur-
springlich wahrscheinlich von Haustieren oder Gefliigel ausging (BAPS 2-1 v. a. Gefliigel-Isolate;
ST78 signifikant mit Haustier-Isolaten assoziiert) [208]. Aber auch fiir ST17 und ST18 ist eine Ur-

abstammung von Tieren nicht ausgeschlossen [208].

4.5.4 Limitationen des MLST und zukinftige Entwicklung

Der Nachteil des MLST liegt in der zu geringen Diskriminierungsstérke fir Ausbruchsuntersu-
chungen [135,203], weshalb in dieser Arbeit keine Aussagen Uber einen mdglichen Ausbruch (Out-
break) getroffen werden konnten. Insbesondere im Hinblick auf Untersuchungen von Ausbruchs-
geschehen und beziglich der geringeren Kosten im Vergleich zum klassischen MLST [86] sind heue
WGS-basierte Methoden (Whole-genome Sequencing) mit hoherem Diskriminierungsvermodgen
(wie cgMLST [12] oder cgANI [97]) vorteilhaft.
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Gegen eine initiale Verwendung des WGS sprach zu Beginn der Arbeit, neben der fehlenden
Verfligbarkeit eines entsprechenden WGS-Sequenziergerats, dass bis dahin beim WGS zumeist mit
SNPs (Single Nucleotide Polymorphism - wgSNP) gearbeitet wurde und bei den durchgefiihrten
Studien unterschiedliche Referenzstamme verwendet wurden [134], was zu einer schlechten Ver-
gleichbarkeit der durchgefiihrten Studien untereinander und mit unseren Ergebnissen gefihrt hatte.
Zudem bestand ein weiteres Problem des WGS in der Datenanalyse, die bis dahin fir nicht Bio-
informatiker erhebliche Probleme darstellte [66].

Die wahrend der Durchfuhrung dieser Arbeit in den Jahren 2015 (cgMLST) beziehungsweise 2017
(cgANI) eingefiihrten WGS-basierten Methoden funktionieren mit einer deutlich benutzerfreund-
licheren Software, kénnen auf einem Desktop-Computer ausgefihrt werden und erfordern nicht die
Verwendung von erweiterten bioinformatischen Werkzeugen. Beide Verfahren kénnen sowohl fir
Populationsstrukturanalysen als auch fiir Routine-Ausbruchsuntersuchungen verwendet werden und
beschleunigen im Vergleich zum klassischen MLST oder PFGE den Ablauf. Sie stellen durch die
hohere Diskriminierungsstarke die epidemiologischen Verwandtschaftsgrade deutlicher dar als das
klassische MLST mit seinen lediglich sieben untersuchten Haushaltsgenen, sodass sogar Unter-
schiede in derselben Spezies nachweisbar sind [12,97].

So ist Whole-Genome Sequencing (WGS) nitzlich fir Trend-Studien, Diagnostik, real-time Surveil-
lance und schnelle Ausbruchsuntersuchungen [86]. Aus den neuen WGS-Daten lassen sich durch
Larsen et al. Uber die Website www.cbs.dtu.dk/services/MLST die alten MLST Sequenztypen in

silico bestimmen [86].

Aufgrund der eigenen Nomenklatur (CT-Nummern) und der damit verbundenen Standardisierung
und vereinfachten laboriibergreifenden Vergleichbarkeit und Austauschbarkeit der Daten des
cgMLST von de Been et al. [12] ist dieses Schema fiir zukiinftige Arbeiten vermutlich besser geeig-
net als das cgANI Schema von Lytsy et al. [97]. Fur cgMLST existiert zudem bereits eine eigene

Website http://www.cgmlst.org/ncs/schema/.

Die Verwendung des MLST-Schemas in dieser Arbeit war dennoch eine sehr gute Wahl, da zum
einen die Stammzuordnung beim MLST sehr genau ist [97] und es zum anderen auch in Zukunft die
Basis zur Riickwartskompatibilitat bleiben wird [140]. Die gewonnenen Daten dieser Arbeit kdnnen

somit auch noch zukinftig mit den neuen WGS-Daten verglichen werden.

Durch das NRZ wird angeregt, die Ergebnisse der MLST-Analysen (sowie vergleichbarer Analysen
wie PFGE) durch weitere Typisierungsergebnisse wie Antibiogramme und Nachweise bestimmter
PCR-Marker, wie espem (enterococcal surface protein) und hylem (hyalorinidase-like protein), zu
konkretisieren und zu unterstiitzen [141].

Eine weitere Mdglichkeit, um die hospitalassoziierten Stédmme (VRE und VVSE), die meist erst nach
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Akquirierung der Vancomycin-Resistenz im mikrobiologischen Labor auffallen [146,199], zu detek-
tieren, ist die alleinige Bestimmung der Insertionssequenz 1S16. 1S16 kann bei nahezu 100 % der
hospitalassoziierten Stamme nachgewiesen werden [196,20]. Fur zukiinftige Untersuchungen bieten
diese VVorgehensweisen noch genauere Ergebnisse, beziehungsweise beschleunigen den Informati-

onsgewinn bezuglich der hospitalassoziierten Isolate.

4.6 Analyse des VRE-Erwerbs

4.6.1 Anteile nosokomial erworbener und mitgebrachter VRE-Isolate

innerhalb der einzelnen Fachgebiete

VRE kénnen entweder schon bei Aufnahme nachgewiesen werden (mitgebrachte Félle) oder nach
Aufnahme erworben werden (nosokomiale Félle). Aus krankenhaushygienischer Sicht ist diese Un-
terscheidung sehr wichtig, da eine hohe Zahl nosokomialer Falle ein Hinweis auf ein insuffizientes

Hygienemanagement ist.

Bei den im gesamten Beobachtungszeitraum eingesandten 276 Isolaten handelte es sich in 28,6 %
der Félle um nosokomial erworbene und in 25,7 % um mitgebrachte Isolate. Da die Daten retrospek-
tiv erhoben wurden, konnte flir etwa die Hélfte der untersuchten Patienten keine sichere Aussage
liber den Status des VRE-Erwerbs getroffen werden (45,7 % unklare Isolate).

Unter Ausschluss der unklaren Isolate lag das daraus ableitbare Verhéltnis nosokomial erworbener
zu mitgebrachten VRE-Isolaten bei 52,7 % zu 47,3 %. Das heifdt, dass am UKMD etwas mehr als
die Hélfe aller VRE-Isolate nosokomial erworben wurden, aber auch, dass etwa die Hélfte der be-

troffenen Patienten schon vorher besiedelt beziehungsweise infiziert war.

Die von Ziakas et al. 2013 durchgefiihrte Metaanalyse flir Patienten auf Intensivstationen ergab, dass
bis zu 10,6 % aller Patienten bereits vor Krankenhausaufnahme mit VRE befallen waren und ein
ahnlicher Prozentsatz an Patienten VRE wahrend des ITS-Aufenthalts erwarb [212]. Entsprechend
war etwa die Hélfte der VRE-Patenten bereits vor Krankenhausaufnahme befallen und die andere
Hélfte erwarb VRE wéhrend des Aufenthalts, was mit den Ergebnissen dieser Arbeit, in der aller-
dings alle untersuchten Stationen einflossen (ITS jedoch grofiter Anteil), in etwa bereinstimmte.

Ahnliche Werte zeigte das 1TS-KISS-Modul des NRZ fiir Stationen mit Aufnahmescreening fiir Ri-
sikopatienten [116]. Hier machten nosokomial erworbene Isolate 46,2 % und bereits mitgebrachte

Isolate 53,8 % aus.

Das Stations-KISS-Modul des NRZ fiir Stationen mit Aufnahmescreening firr Risikopatienten [117]
(fir alle Stationen ohne ITS) zeigte hingegen, dass mit 65,0 % der GroRteil der VRE-positiven Pati-

enten bereits vor Krankenhausaufnahme besiedelt war und nur 35,0 % der VRE-positiven Patienten
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im Verlauf des Krankenhausaufenthalts VRE erwarben.

Fur die internistischen und chirurgischen Stationen war das Verhéltnis von nosokomial erworbenen
zu mitgebrachten Isolaten im Stations-KI1SS-Modul des NRZ fiir Stationen mit Aufnahmescreening
flr Risikopatienten [117] jeweils etwa bei 40,0 % zu 60,0 %.

Unter den einzelnen Abteilungen des UKMD gab es auf den Intensivstationen, den chirurgischen
Stationen sowie den weiteren Stationen prozentual mehr Patienten, die VRE nosokomial erwarben,
als Patienten, die bereits vor der Krankenhausaufnahme befallen waren. Die Verhéaltnisse von noso-
komial erworbenen zu mitgebrachten Isolaten lagen hier bei 58,7 % zu 41,3 %, 55,3 % zu 44,7 %
und 55,6 % zu 44,4 %.

Auf den Stationen der Inneren Medizin inklusive Urologie lag das Verhéltnis von nosokomial er-
worbenen zu mitgebrachten Isolaten bei 35,5 % zu 64,5 %. Hier waren prozentual mehr Patienten
bereits bei/vor der Krankenhausaufnahme kolonisiert bzw. infiziert, als dass Patienten VRE wahrend
des Aufenthalts erwarben.

Das Verhadltnis in der Inneren Medizin entspricht in etwa dem des Stations-KISS-Moduls des NRZ.
Bei den anderen genannten Abteilungen gab es im Vergleich zu den Werten des NRZ am UKMD
hohere Anteile an nosokomial erworbenen VRE.

Die Grinde hierfur werden multifaktoriell bedingt sein und kdnnen eventuell fiir hdhere Transmis-
sionsraten sprechen. Aber auch bei anderen vergleichbaren Arbeiten lag der Anteil an nosokomial
erworbenen Isolaten héher als der Anteil an mitgebrachten Isolaten [133]. Aufgrund der fast flinfzig
Prozent an unklaren Fallen und der Art der Datenerhebung kann an diesem Punkt keine eindeutige

Schlussfolgerung getroffen werden.

Die vorherrschende Art des VRE-Erwerbs &nderte sich am UKMD von 2013 bis 2015 von einem
zumeist nosokomialen Erwerb im Jahr 2013 hin zu einem gréReren Anteil an mitgebrachten Isolaten
im Jahr 2015 (Trend: p = 0,055). Das ableitbare VVerhé&ltnis nosokomial erworbener zu mitgebrachten
VRE-Isolaten betrug unter Ausschluss der unklaren Isolate im Jahre 2013 75,0 % zu 25,0 %, im Jahr
2014 55,8 % zu 44,2 % und im Jahr 2015 47,3 % zu 52,7 %. Laut Klare et al. liegt dennoch eher kein
VRE-Reservoir auBerhalb der Krankenhauser vor. Vielmehr sei es so, dass ehemalige und nun in den
ambulanten Bereich entlassene Krankenhauspatienten die entsprechenden multiresistenten VRE-
Stdmme aus dem Krankenhaus mitnahmen [79]. Zur genauen Dauer einer VRE-Kolonisation gibt es
bisher noch keine ausreichenden Daten. Allerdings liegen Hinweise vor, dass zumindest ein Teil der
VRE-positiven Patienten langfristig kolonisiert bleibt [93,130,115]. Entsprechend sei es in diesem
Zusammenhang zum Teil schwierig, eine genaue Trennlinie zwischen stationdren und ambulanten
Patienten beziehungsweise zwischen nosokomial erworbenen und mitgebrachten Isolaten festzule-
gen [79].
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Mitgebrachte VRE-Falle erfordern ein effizientes VRE-Screening. Diverse Arbeiten haben inzwi-
schen gezeigt, dass ein einmaliges rektales Screening nicht ausreichend ist um eine Besiedlung aus-
zuschlieRen [186]. Demnach kann ein technisch nicht optimal durchgefiihrtes Screening den Anteil

der nosokomialen VRE-Falle tiberschéatzen.

4.6.2 Anteile nosokomial erworbener und mitgebrachter VRE-Isolate unter
den verschiedenen Materialien

Durch Analyse der eingesandten Materialien war zu erkennen, dass Isolate aus Materialien, die eine
Infektion darstellen konnten, zumeist nosokomial erworben wurden. So lag das Verhéltnis noso-
komialer zu mitgebrachter VRE-Isolate bei Urinproben bei 55,0 % zu 45,0 %, bei Wundabstrichen
bei 65,0 % zu 35,0 % und bei invasiv gewonnenen Materialien bei 69,2 % zu 30,8 %.

Bei den Abstrichen ohne néhere Bezeichnung sowie den Haut- und Vaginalabstrichen, die unter wei-
tere Materialien zusammengefasst wurden, handelte es sich hingegen in der Mehrzahl um mitge-
brachte Isolate (25,0 % zu 75,0 %).

Bei den Rektalabstrichen/Stuhlproben betrug das Verhaltnis von nosokomialen zu mitgebrachten
VRE-Isolaten 51,6 % zu 48,4 %. Entsprechend war die Hélfte der Patienten mit positivem Isolat aus
Rektalabstrich/Stuhlprobe bereits vor Krankenhausaufnahme kolonisiert und die andere Hélfte er-

warb die Kolonisation im Verlauf des Krankenhausaufenthalts.

Fur Harnwegsinfektionen im Allgemeinen ergab eine Studie von Horcajada et al. aus dem Jahr 2013,
dass 58,0 % der Infektionen nosokomial und 42,0 % ambulant erworben werden [68]. 2015 zeigten
McKay und Bamford weiterhin, dass fast drei Viertel aller Bakteri&mien nosokomial entstehen [105].
Die Ergebnisse dieser Arbeit stimmten entsprechend weitestgehend mit den beiden Studien (berein,
beziehungsweise bestétigten deren Beobachtungen. Ott et al. analysierten 2013 Infektionen im All-
gemeinen und kamen zu dem Ergebnis, dass Infektionen etwas haufiger durch nosokomial erworbene

als durch ambulant erworbene (mitgebrachte) Isolate ausgeldst werden [125].

4.7 Screening

Ein VRE-Screening ist ein wichtiges Mittel zur Detektion kolonisierter Patienten und damit folglich
zur Reduktion einer weiteren Transmission von VRE, wenn weitere MaRnahmen eines Biindels, wie
Isolierung, umgesetzt werden. Vor allem bei Risikopatienten (Immunsuppression usw. s.0.) ist das
Stuhlscreening eine effektive Methode um Patienten zu detektieren, die durch eine VRE-Kolonisa-

tion einer erhohten Gefahr fir invasive Infektionen (z. B. Blutinfektion) ausgesetzt sind [188,84].

72



Ob ein Screening fiir jedes Krankenhaus oder jede Station sinnvoll ist, ist unklar und h&ngt unter
anderem von der lokalen Prévalenz und der Kostenpolitik des Hauses ab. Man geht jedoch davon
aus, dass ahnlich wie bei MRSA zumindest ein aktives risikobasiertes Screening mit Stuhlproben
oder Rektalabstrichen von bestimmten Patienten zur Identifikation der meisten kolonisierten Patien-
ten fiihren kann [171,147,115].

Neben einem risikobasierten Aufnahmescreening kann ein routinemafiges Screening in Hochrisiko-
bereichen mit besonders gefahrdeten Patienten (beziehungsweise die Einrichtung einer Sentinel-Sta-
tion) fur die Surveillance und Pravention von Ausbriichen sowie zur Erfassung von Trendentwick-

lungen erforderlich und nutzlich sein [115].

Als Reaktion auf eine steigende Anzahl von VRE-Nachweisen ab dem vierten Quartal 2013 wurde
am UKMD seit Januar 2014 sowohl ein risikobasiertes VRE-Aufnahmescreening angewandt als auch
ein monatliches VRE-Querschnittsscreening bei allen Patienten der chirurgischen Stationen, der
Gastroenterologie und der Intensivstationen durchgefiihrt. Von Anfang 2014 bis Ende 2015 kam es
von insgesamt 197 Patienten unterschiedlicher Stationen zur Einsendungen VRE-positiver Rektal-

abstriche im Rahmen der Screeninguntersuchungen.

Es wurde Uberprift, inwieweit das durchgefiihrte VRE-Screening in der Lage war, kolonisierte Pati-
enten zu detektieren, die im weiteren Verlauf von einer klinischen Manifestation betroffen waren.
Insgesamt trat bei 64 der 197 positiv gescreenten (kolonisierten) Patienten eine klinische Manifesta-
tion auf. 31 Patienten entwickelten diese nach einem vorherigen positiven Screeningbefund und bei
33 Patienten bestand die klinische Manifestation bereits vor der durchgefiihrten Screeninguntersu-
chung. Der Anteil der Patienten mit klinischer Manifestation nach einem vorherigen positiven Scree-
ningbefund beziehungsweise bestehender Kolonisation betrug 15,7 %. Der Anteil der Patienten mit
klinischer Manifestation vor den nachgeschalteten positiven Screeninguntersuchungen betrug
16,8 % und der gesamte Anteil der Patienten mit positivem Screening und klinischer Manifestation
betrug 32,5 %.

In beiden Raten, sowohl der Rate der Patienten mit klinischer Manifestation nach vorherigem Scree-
ning als auch der Rate der Patienten mit klinischer Manifestation vor den nachgeschalteten Scree-
ninguntersuchungen, befanden sich sowohl Isolate aus dem risikobasierten Aufnahmescreening als
auch aus den durchgefiihrten Querschnittsuntersuchungen, weshalb hier keine genauen Aussagen zur
Effektivitat der einzelnen Screeningvarianten getroffen werden konnte.

Ersichtlich war allerdings, dass durch das durchgefiihrte VRE-Screening in 15,7 % der Félle koloni-
sierte Patienten detektiert wurden, die im weiteren Verlauf eine klinische Manifestation (Infektion)
entwickelten.

Waren alle Screeninguntersuchungen vor der Entwicklung von klinischen Manifestationen durchge-

flhrt worden, wére es durch das Screening eventuell sogar mdglich gewesen, in bis zu 32,5 % der
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Féalle kolonisierte Patienten zu erfassen, bevor diese eine klinische Manifestation entwickelten. Die-
ser Umstand verdeutlicht die Notwendigkeit einer zeitlich akkurateren Screeninguntersuchung, da-
mit die kolonisierten Patienten nicht erst nach, sondern vor Akquirierung einer Infektion entdeckt
und entsprechende infektionspréaventive Malinahmen zeitnah eingeleitet werden [11,184,145,153,
63,13].

In der Literatur schwankte die Rate fur VRE-Infektionen bei bestehenden VRE-Kolonisationen zwi-
schen 0,0 % [127,10] und Hochstwerten von 45,0 % [65,212]. Das Risiko einer VRE-Infektion bei
nichtkolonisierten Patienten war hingegen vernachlassigbar [212]. Mit 32,5 % lag die Rate der VRE-
Infektionen (klinische Manifestationen) bei bestehenden VRE-Kolonisationen (gesamter Anteil der
Patienten mit positiven Screeninguntersuchungen und zusatzlicher klinischer Manifestation) des
UKMD entsprechend im oberen Mittelfeld. Die unterschiedlichen Raten der verschiedenen Studien
und Gesundheitseinrichtungen/Kliniken kommen durch lokal unterschiedliche epidemiologische Si-

tuationen zustande [212,3].

Bei alleiniger Berticksichtigung der Patienten dieses Zeitraums mit klinischen Isolaten (n = 116)
konnten mit 55,2 % (n = 64/116) etwas mehr als die Halfte der Patienten mit klinischen Manifesta-
tionen durch die Screeninguntersuchungen erfasst werden und 44,8 % (n = 52/116) nicht.

Zur Detektion dieser von Klinischen Manifestationen betroffenen Patienten durch die Screeningun-
tersuchungen bedurfte es allerdings einer groRen Anzahl an positiv gescreenten Patienten. So hatten
insgesamt 46,6 % (n = 116) aller 249 VRE-positiven Patienten dieses Zeitraums eine klinische Ma-
nifestation. Bei den 197 gescreenten Patienten betrug der Anteil der klinischen Manifestationen je-
doch nur 32,5 % (n = 64). Entsprechend wurden durch das Screening mit 67,5 % (n = 133/197) zu
einem groReren Teil lediglich kolonisierte Patienten entdeckt.

In der Literatur wird das Verhéltnis von kolonisierten zu infizierten Patienten mit zehn bis zwanzig
zu eins angegeben [191]. Wird also eine VRE-Infektion nachgewiesen, so ist von einer Vielzahl
weiterer kolonisierter Patienten auszugehen [191]. Mit alleinigem Blick auf die positiv gescreenten
Patienten lag das Verhaltnis am UKMD bei zwei zu eins. Demnach wurden mit dem durchgefthrten
Screening des UKMD sehr gute Ergebnisse bei der Detektion der von einer klinischen Manifestation

betroffenen Patienten erzielt.

Beim VRE-Screening gibt es allerdings noch nicht abschlielfend geklarte, praanalytische Probleme
[186]. So bleibt unklar, wie oft bei einem kolonisierten Patienten Rektalabstriche abgenommen wer-
den missen, um auch tatsachlich VRE nachzuweisen. Ein weiteres Problem, zu dem ebenfalls mehr
Informationsbedarf besteht, ist die Technik des Abstreichens [186], die fir eine erfolgreiche VRE-
Bestimmung entscheidend ist. Da die Ampulle nicht immer mit Stuhl gefillt ist [159], kdnnten durch
perianale Abstriche mit VRE kolonisierte Patienten tibersehen werden, weshalb intraanale Abstriche

oder Stuhluntersuchung zur Detektion von VVRE besser geeignet sein kénnten [186].
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4.7.1 Screening innerhalb der einzelnen Fachgebiete

Von den insgesamt 197 gescreenten Patienten stammten die meisten Patienten von den Intensiv-
stationen (54,3 %), gefolgt von den chirurgischen Stationen (27,4 %) und der Gastroenterologie
(10,2 %), den drei Abteilungen, auf denen das monatliche Querschnittsscreening durchgefiihrt
wurde. Aus der Nephrologie/Urologie (4,1 %) und der Hamatologie/Onkologie (1,0 %) kamen we-
niger Screening-lsolate. Die restlichen Isolate (3,0 %) wurden aus den weiteren Abteilungen einge-
schickt.

Der Anteil klinischer Manifestationen nach vorherigen und spéteren Screeninguntersuchungen
innerhalb der einzelnen Fachgebiete lag auf der Nephrologie/Urologie bei 62,5 %, auf der Hamato-
logie/Onkologie bei 50,0 % und bei den weiteren Stationen bei 66,7 %.

Die chirurgischen Stationen und die Intensivstationen, die jeweils Risikobereiche fiir VRE-Kolo-
nisationen und -Infektionen darstellen [131,147,141], hatten einen doppelt so hohen Anteil an kli-

nischen Manifestationen (31,5 % bzw. 31,8 %) wie die Gastroenterologie (15,0 %).

Unter den Stationen/Fachabteilungen mit monatlichem Querschnittsscreening zeigte sich, dass vor
allem die gescreenten Patienten der chirurgischen Stationen und der Intensivstationen von klinischen
Manifestationen (Infektionen) mit Raten tiber 30,0 % betroffen waren. Die gescreenten Patienten der
Gastroenterologie schienen in den meisten Fallen lediglich kolonisiert zu sein.

In Bezug auf die Detektion der fiir Infektionen anfélligen Patienten schien das durchgefiihrte Scree-
ning auf den chirurgischen Stationen und den Intensivstationen des UKMD am wirkungsvollsten zu
sein. Dennoch ist das Screening auch in den anderen Fachabteilungen eine sinnvolle Manahme, da
zum einen die Mortalitatsrate bei VRE-kolonisierten Patienten zweieinhalbmal héher ist als bei VSE-
kolonisierten Patienten [155,28] und kolonisierte Patienten ein stdndiges Keimreservoir darstellen,
von dem die Enterokokken auf andere Patienten und Mitmenschen sowie die Umwelt (bertragen
werden kénnen [21,131,44,119].

Die Anteile klinischer Manifestationen nach vorherigen und spateren Screeninguntersuchungen wa-
ren bei den Stationen ohne Querschnittsscreening héher als bei den Stationen mit Querschnittsscree-
ning. Dieser Umstand kénnte vor allem damit zusammenhéngen, dass aus den Bereichen, in denen
zusétzlich das Querschnittsscreening durchgefiihrt wurde, insgesamt mehr Screening-Isolate einge-
schickt wurden und somit mehr kolonisierte Patienten erfasst wurden. Bei Enterokokken und v.a.
E. faecium ist die Manifestationsrate (,,colonization pressure®) gering und die Mehrzahl der VRE-

positiven Patienten ist lediglich kolonisiert und nur wenige sind infiziert. [191]

Auf der Hamatologie/Onkologie, der Nephrologie/Urologie und den weiteren Abteilungen waren
prozentual eventuell ebenso viele Patienten kolonisiert, die jedoch aufgrund des geringeren Scree-

ningaufkommens nicht erfasst werden konnten. Auf diesen Stationen ohne Querschnittsscreening
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entwickelten die Patienten mit einem positiven risikobasierten Eingangsscreening in ber 50,0 % der
Félle eine klinische Manifestation. Somit war das risikobasierte Eingangsscreening hier ein gutes

Mittel, um kolonisierte Patienten zu entdecken, die eine klinische Manifestation entwickeln.

Mit einem alleinigen und einmaligen risikobasierten Aufnahmescreening bleiben laut Literatur je-
doch eventuell einige kolonisierte Patienten unentdeckt [132,24,187,186]. Da die Hamatologie/ On-
kologie Patienten mit schwerem Grundleiden und/oder einer Immunsuppression beherbergt, die sehr
stark fir/von Kolonisationen und Infektionen mit VRE gefahrdet sind [202,2], sollte das Quer-
schnittsscreening bzw. ein erweitertes Screening vor allem auf diese Station ausgeweitet werden.
Dies inshesondere vor dem Hintergrund, dass der GroRteil der Infektionen bei diesen Risikopatienten
auf dem Boden einer vorherigen Kolonisation stattfindet [213,179].

Mit einem guten Screening kdnnen besonders geféhrdete Patienten schnell detektiert und Isolierungs-
und SchutzmalRnahmen der betroffenen wie auch der nicht betroffenen Patienten zeitnah eingeleitet
werden [11,184,115,145,153].

Ein routineméBiges Screening ist zwar nicht kostenginstig und bedarf unter anderem der
Bertcksichtigung der lokalen Pravalenz und Kostenpolitik des jeweiligen Klinikums [53], jedoch
fanden Kampmeier et al. 2017 heraus, dass ein wdchentliches Screening zur Beendigung
nosokomialer Transmissionen flhrte [72]. Bereits 2001 wurde von Hendrix et al. die zweimalige
waochentliche rektale VRE-Uberwachung von kritisch kranken Patienten als eine wirksame Strategie
zur frihzeitigen Identifizierung von kolonisierten Patienten mit erhdhtem Risiko fir VRE-Uber-
tragung, -Infektion und Tod dargestellt [65].

Hingegen fuhrt ein generelles Aufnahmescreening aller Patienten, wie Huskins et al. (2011) auf einer
Intensivstation nachwiesen, nicht zu einer Reduktion von VRE-Kolonisationen und -Infektionen
unter den Patienten [69].

Entsprechend ist das gewdhlte aktive risikobasierte Aufnahmescreening des UKMD eine gute
Entscheidung und sollte in Zukunft gleichermaBen fortgefuhrt werden. Das Querschnittsscreening
bzw. ein erweitertes Screening sollte vor allem auf die Hdmatologie/Onkologie ausgeweitet werden
und, wenn es die Ressourcen zulassen, aus genannten Grinden in der Frequenz erhdht werden [84,
132,24].

Eine weitere erfolgsversprechende und leicht umzusetzende MalRnahme scheint die Einflihrung eines
passiven Screenings auf VRE aus Stuhluntersuchungen, die zur Clostridioides difficile-Diagnostik
eingeschickt werden, zu sein [84]. Die Pravalenz von VRE kann bei Clostridioides difficile-Infektion
signifikant erhoht sein [50,126].
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4.8 Epidemiologische Entwicklung nach 2015

Nach dem beschriebenen Riickgang der VRE-Rate in Deutschland von 2012 bis circa 2015 kam es
in der Folgezeit abermals zu einem deutlichen Anstieg, der von den Surveillance-Systemen doku-

mentiert wurde (vgl. Abb. 27).
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Abbildung 27 E. faecium Vancomycin-Resistenzraten der Jahre 2000 bis 2018 der Surveillance-Systeme
Labor Dr. Limbach und Kollegen (Limbach), Surveillance der Antibiotika-Anwendung und
bakteriellen Resistenzen auf Intensivstationen fir Deutschland (SARI), Resistenzstudien der
Paul-Ehrlich-Gesellschaft fir Deutschland (PEG), Antibiotika-Resistenz-Surveillance in
Deutschland (ARS), EARS-Net fiir Deutschland (EARS (DE)), EARS-Net fiir die EU/EAA
(EARS (EU)), Universitatsklinikum Magdeburg (UKMD), ARS-Studie [102] vgl. auch Tab.
15-21 im Anhang mit Erganzung der Jahre ab 2016 im September 2019 [150,35,118,143,
102]

Die Raten des ARS lagen 2017 bei 16,8 % und 2018 bei 24,4 % [143]. Eine mit Daten des ARS
durchgefuhrte Studie [102] zeigte diesen starken Anstieg bereits ein Jahr friher. Hier stiegen die
Raten bereits 2016 auf 18,6 % und 2017 auf 26,1 %. Bei den erhobenen Daten und Werten der Studie
muss allerdings berticksichtigt werden, dass nicht das erste Isolat eines jeden von VRE betroffenen
Patienten pro Jahr, sondern pro Quartal untersucht wurde. Es kdnnte sich entsprechend vermehrt um
Copy-Strains gehandelt haben. Zudem wurden nur solche E faecium-Isolate beriicksichtigt, die einer
Vancomycin-Testung unterzogen wurden. Beide Umsténde fiihren zwangsweise zu einer Erh6hung
der VRE-Rate. Hier waére es wiinschenswert, wenn es, zur besseren Vergleichbarkeit, zu einer Ein-
fihrung einer einheitlichen und verbindlichen Vorgehensweise zur Bestimmung der VRE-Raten
kommen wirde. Allerdings scheint die Herangehensweise der Studie die Epidemiologie in diesem

Fall gegebenenfalls friher zu erfassen (bisher nur ARS-Raten bis 2018).
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EARS-Net dokumentierte von 2014 bis 2017 einen signifikant ansteigenden Trend der Vanco-
mycin-Resistenzen bei invasiven E. faecium-Isolaten (2016: 11,9 %; 2017: 16,5 %). Ebenfalls ist die
Rate der PEG, die im Drei-Jahres-Rhythmus erhoben wird, im Jahr 2016 auf 24,4 % gestiegen. Auch
speziell auf den Intensivstationen stiegen die VRE-Raten weiter an. Hier zeigte SARI fir 2016 eine
Rate von 20,2 % und 2017 von 21,0 % [150,35,118].

Entgegengesetzt zu den Surveillance-Systemen blieb die VRE-Rate am UKMD in den Jahren nach
2015 zuerst konstant beziehungsweise fiel weiter ab. Im Jahr 2016 lag diese bei 13,0 % und im Jahr
2017 bei 12,0 %. Im Jahr 2018 stieg die Rate wieder leicht auf 14,2 % an.

Die beschriebene Haufung von VRE in Mitteldeutschland und Nordrhein-Westfalen, der sogenannte
., VRE-Giirtel “, konnte nach 2015 nicht mehr bestatigt werden. Vielmehr sei VRE in Deutschland
mittlerweile als endemisch anzusehen. Die erneute Zunahme von VRE nach 2015 sei nun vorwie-
gend im Siden Deutschlands auffallig, wobei grofere, regionale Ausbruchsgeschehen eine Rolle
spielen [149,150].

Abbildung 28 zeigt die zeitliche Entwicklung der VRE-Rate ab 2010 am UKMD im Vergleich zum
Durchschnitt aller Surveillance-Systeme in Deutschland. Die verspétete drastische Zunahme der
VRE-Prévalenz im Jahr 2014 ist deutlich zu erkennen. Bemerkenswert ist ebenfalls, dass der erneute
starke Anstieg der VRE-Rate des gesamtdeutschen Durchschnitts ab 2016 am UKMD bisher nicht
zu beobachten ist. Aufgrund der initial am UKMD festgestellten Zeitdifferenz des VRE-Anstiegs
von circa drei Jahren wére zu erwarten, dass es zu einer weiteren Zunahme der VRE-Rate am UKMD

im Jahr 2019 kommen konnte.
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Abbildung 28  E. faecium Vancomycin-Resistenzraten der Jahre 2000 bis 2018 der Surveillance-Systeme
Labor Dr. Limbach und Kollegen (Limbach), Surveillance der Antibiotika-Anwendung und
bakteriellen Resistenzen auf Intensivstationen fiir Deutschland (SARI), Resistenzstudien der
Paul-Ehrlich-Gesellschaft fir Deutschland (PEG), Antibiotika-Resistenz-Surveillance in
Deutschland (ARS) und EARS-Net fiir Deutschland (EARS (DE)) - als deutschlandweiter
Durchschnitt dargestellt - und des Universitatsklinikums Magdeburg (UKMD) — vor 2013
inkl. MRE-Screening, vgl. auch Tab. 15-21 im Anhang mit Ergénzung der Jahre ab 2016 im
September 2019 [118,150,35,143]
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Neben der Entwicklung der VRE-Raten war auch bei der Verteilung der Glykopeptid-Resistenz-
genotypen sowie der Sequenztypen eine weitere Dynamik erkennbar.

Wéhrend bei den Surveillance-Systemen in Deutschland zwischen 2012 und 2015 die beiden
Glykopeptid-Resistenzgenotypen vanA und vanB ann&hernd gleichermalien vertreten waren, kam es
am UKMD bereits von 2014 auf 2015 zu einem signifikanten Wechsel des vorherrschenden
Glykopeptid-Resistenzgenotyps von vanA hin zu vanB (vgl. Abschnitt 4.4 — Verteilung der
Glykopeptid-Resistenzgenotypen). Dieser Wechsel zeichnete sich in der Folge auch in den Daten des
NRZ fur VRE ab. Ab 2016/2017 wurden auch hier erstmals deutlich mehr vanB-positive als vanA-
positive E. faecium-lsolate nachgewiesen (2016: vanA 37 %/vanB 45 %; 2017 vanA 30 %/vanB
57 %; 2018: vanA 19 %/vanB 68 %) [148,150]. Dieser Befund ist bemerkenswert, da die Daten am
UKMD, trotz des verspateten Anstiegs der VRE-Raten, den vollzogenen Wechsel des vor-

herrschenden Glykopeptid-Resistenzgenotypen von vanA hin zu vanB friiher abzeichneten.

Die neuen Whole-Genome Sequencing- (WGS) respektive Next-Generation Sequencing- (NGS)
Analysen haben ergeben, dass sich Isolate des gleichen MLST-Sequenztyps in unterschiedliche
cgMLST- (WGS/NGS) Gruppen, die sogenannten CT-Gruppen, einteilen lassen. Ein gleicher
MLST-Sequenztyp kann also eine scheinbare Verwandtschaft simulieren. Das heif3t, gleiche MLST-
Sequenztypen mussen nicht zwangslaufig auf eng verwandte Stdimme und somit auf epidemiolo-
gische Zusammenhénge hinweisen [150,148]. Im NRZ wird bereits seit 2015/2016 Next-Generation-
Sequencing (NGS) von E. faecium-Isolaten aus invasiven Infektionen durchgefiihrt. Ab Herbst 2019
sollen aufgrund der oben geschilderten Problematik nur noch NGS-basierte Typisierungen vor-
genommen werden [148,150]. Verwendet wird das cgMLST-Schema von de Been et al. [12]. Aus
den cgMLST-Daten kénnen die (alten) MLST-Sequenztypen abgeleitet werden [86,150] (vgl.
Abschnitt 4.5.4 — Limitation des MLST und zukunftige Entwicklung).

Nach 2015 blieb deutschlandweit (NRZ) ST117 weiterhin der haufigste Sequenztyp und wurde 2016
bei mehr als der Halfte aller Isolate detektiert (53 %). Am zweithaufigsten war ST203 (14 %), gefolgt
von ST80 (11 %) [148]. In den Folgejahren verdnderte sich das Bild leicht. ST117 blieb weiterhin
der vorherrschende Sequenztyp (2017: 50 %; 2018: 58 %). Ein weiterer Anstieg des ST203, der ab
2015 vermehrt nachgewiesen werden konnte [62,148] und auch am UKMD der zweithdufigste
Sequenztyp war, blieb aus (2017: 5 %; 2018: 2 %). Hingegen kam es zu einer weiteren Zunahme des
Sequenztyps ST80 (2017: 16 %; 2018: 19 %), sowie ebenfalls zu einem Anstieg von ST78 (2017:
11 %; 2018: 10 %). Die Haufigkeit von ST192 (2017: 3 % und 2018: 2 %) nahm weiterhin ab [194,
150].

Die Lineage 78 mit Vertretern wie ST80, ST78, aber auch ST203 und ST192 sowie vor allem ST117,
unterteilt in die neuen CT-Gruppen (cgMLST) [150], bleibt entsprechend weiterhin dominant in
Deutschland.
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4.9 Schlussfolgerung fir das Hygienemanagement bei VRE

Insgesamt ergab die Analyse der VRE-Falle am UKMD, trotz des verspateten Beginns, einen ganz
ahnlichen Verlauf wie in anderen Bundeslandern. Diese Parallelitat betraf das Verhaltnis der VRE-
Resistenzgenotypen vanA und vanB sowie der dominanten Sequenztypen. Daher ist sehr wahr-
scheinlich davon auszugehen, dass die epidemiologische Entwicklung am UKMD als Folge der re-
gionalen und Uberregionalen Ausbreitung von verschiedenen VRE-Sequenztypen bzw. -Resistenz-
genotypen sowie zusétzlich als lokaler Ausbruch am UKMD zu werten ist. Das verspétete zuneh-
mende Auftreten von VRE am UKMD kénnte durch die relativ isolierte Lage des UKMD, mit Ab-
stdnden von Uber 80 km Luftlinie zu anderen Kliniken der Maximalversorgung, und den, durch die

grolRe Entfernung, relativ geringen Austausch von Patienten bedingt sein.

Der initial hohe Anteil neu aufgetretener VRE-Falle hatte die Implementierung von intensivierten
VRE-spezifischen Hygienemalnahmen zur Folge, die dann zu einer relativen Reduktion des initial
dominanten Sequenztyps ST117 fiihrten. In der Folge nahmen dann andere Genotypen zu, von denen
anzunehmen ist, dass diese durch Patienten mitgebracht wurden. Diese jeweils neuen Genotypen
konnten sich aber, mdglicherweise bedingt durch die zu diesem Zeitpunkt bereits strikt implemen-
tierten HygienemaRnahmen, nicht mehr in dem Umfang wie der initial dominante Genotyp ST117

ausbreiten.

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit kann nicht unterschieden werden, ob die im Verlauf positive
epidemiologische Entwicklung am UKMD die Folge der lokal implementierten Hygienemanahmen
war, oder ob der Riickgang von VRE am UKMD nach 2014 stérker durch die regionale und (iberre-
gionale VRE-Epidemiologie bedingt war. Zur Klarung ware die Untersuchung einer Kontrollgruppe
ohne VRE-spezifische Hygienemalien notwendig, die aber schon aus ethischen Griinden nicht ver-
flgbar ist. Umgekehrt argumentiert kann die (iberregionale epidemiologische Entwicklung mit Zu-
nahme von vanB und leichtem Riickgang des initial sehr dominanten Genotyps ST117 genauso als
Folge der regional und Uberregional relativ &hnlichen VRE-spezifischen HygienemaRnahmen ange-
sehen werden. Die Frage der Effizienz der durchgefuihrten HygienemalRnahmen ist daher anhand der
vorliegenden epidemiologischen Analyse ebenfalls nicht eindeutig zu kléren, es spricht aber kein

Argument gegen diese Annahme.

In jedem Fall war das intensivierte VRE-Screening zusammen mit den eingeleiteten HygienemaR-
nahmen im Hinblick auf die VRE-Rate, die von 19,7 % im Jahr 2014 signifikant auf 13,3 % im Jahr
2015 fiel, sowie dem Anteil an nosokomial Gibertragenen VRE, der von 75 % im Jahr 2013 auf 47,3 %
im Jahr 2015 zuriickging, erfolgreich.
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5 Zusammenfassung

Enterokokken und insbesondere E. faecium zdhlen weltweit zu den hdufigsten Erregern nosoko-
mialer Infektionen. Die Resistenzen von E. faecium gegen viele Antibiotika und speziell gegen
Vancomycin mit Resistenzraten von meist tiber 10 % in Deutschland stellen daher ein ernstzu-
nehmendes Problem dar. Im Vergleich zum Deutschlandtrend kam es am UKMD verspétet und
erstmals ab dem vierten Quartal des Jahres 2013 zu einer nennenswerten Zunahme der VRE-Rate
mit Hochstwerten von 19,1 % im Jahr 2014. (2013 bis 2015: 13,0 %). Bis heute ist die vorherr-
schende Art und Weise der VRE-Verbreitung noch nicht abschlie3end geklart. Deshalb wurden im
Rahmen dieser Arbeit von 2013 bis 2015 Vancomycin-resistente E. faecium-Erstisolate aller 276
betroffenen Patienten des UKMD analysiert. Dazu wurden die Liegedaten der Patienten, Daten zu
Probenmaterial, Geschlechts- und Altersverteilung, Glykopeptid-Resistenzgenotypen, MLST-
Sequenztypen sowie der zeitliche Verlauf der VRE-Akquirierung wahrend des stationéren
Aufenthaltes der Patienten flr alle Patienten mit einem positiven VRE-Nachweis im Untersuchungs-
zeitraum analysiert.

Die meisten VRE-Nachweise kamen von den Intensivstationen und den chirurgischen Abteilungen.
Bei den eingesandten Materialien handelte es sich zumeist um Rektalabstriche, aber auch um klinisch
relevante Materialien. Die Mehrzahl der VRE-positiven Patienten war lediglich kolonisiert. Es waren
signifikant mehr ménnliche als weibliche Patienten betroffen und der VRE-Nachweis stieg signi-
fikant mit dem Alter der Patienten an. Etwa bei der Halfte der VRE-positiven Patienten war der VRE-
Nachweis bereits im Aufnahmescreening bei Krankenhausaufnahme positiv. Die andere Halfte der
Patienten erwarb den VRE wéhrend des Aufenthalts. 57,2 % aller Isolate waren vanA-positiv. Von
2013 zu 2015 kam es zu einem signifikanten Wechsel des vorherrschenden Glykopeptid-Resistenz-
genotyps von vanA hin zu vanB (2015: vanB 56,8 %).

Die Isolate konnten zwanzig unterschiedlichen Sequenztypen zugeordnet werden, wovon drei
Sequenztypen (ST1322, ST1323 und ST1324) erstmals im Rahmen dieser Arbeit beschrieben
wurden. Alle identifizierten Sequenztypen waren Teil des CC17 und gehdrten entsprechend zur
Subpopulation der hospitalassoziierten, meist multiresistenten E. faecium-Stamme.

Die finf haufigsten Sequenztypen waren ST117, ST203, ST17, ST192 und ST80, wobei ST117
(59,4 %) und insgesamt die Lineage 78 dominierte.

Insgesamt ergab die Analyse der VRE-Félle am UKMD, trotz des um circa drei Jahren verspéateten
Beginns, einen ganz &hnlichen Verlauf wie in anderen Bundeslandern im Hinblick auf das Verhéltnis
der VRE-Resistenzgenotypen vanA und vanB sowie der dominanten Sequenztypen. Nach der
Implementierung von VRE-spezifischen Hygienemalinahmen reduzierte sich der Anteil des initial
dominanten VRE-Sequenztyps ST117 und andere Sequenztypen nahmen zu. Im Rahmen der Arbeit
konnte nicht geklart werden, ob dies Folge der implementierten Hygienemalinahmen oder der

regionalen und Uberregionalen epidemiologischen Situation war.
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9 Anhang

9.1 Tabellen zu den Resistenzraten

Tabelle 15 E. faecium Resistenzraten der Antibiotika-Resistenz-Surveillance in Deutschland (ARS)
- nur Blutkulturisolate (04.04.2017) [4]

Jahr Resistenzhdufigkeit in %
Vancomycin Teicoplanin Ampicillin
2008 7,0 3,9 97,0
2009 5,8 3,0 98,2
2010 9,7 3,0 94,8
2011 14,8 6,6 96,7
2012 14,8 9,0 93,4
2013 12,9 8,3 93,5
2014 11,3 7,9 92,5
2015 12,3 9,7 93,3
Tabelle 16 E. faecium Resistenzraten der Surveillance der Antibiotika-Anwendung und bakteriellen

Resistenzen auf Intensivstationen - SARI — fiir Deutschland (04.04.2017) [157]

Jahr Resistenzhaufigkeit in %
Vancomycin Teicoplanin Ampicillin
2000 2,5 0,5 100
2001 2,3 0,6 93,8
2002 1,2 0,8 93,3
2003 1,2 0,5 100
2004 5,4 2,2 85,2
2005 5,4 15 87,1
2006 2,9 0,9 91,4
2007 3,4 2,6 94,7
2008 8,0 7,1 95,6
2009 7,1 41 95,0
2010 7,3 3,6 93,8
2011 11,7 5,4 95,9
2012 10,8 5,6 89,3
2013 12,8 8,3 93,7
2014 14,3 6,1 92,8
2015 13,1 55 91,1
Tabelle 17 E. faecium Resistenzraten der Resistenzstudien der Paul-Ehrlich-Gesellschaft

fir Chemotherapie e.V. flir Deutschland (04.04.2017) [83]

Jahr Resistenzhaufigkeit in % E. faecium-
Vancomycin Teicoplanin Ampicillin Isolate
1995 3,8 / 49 78
1998 5,1 2,6 75,6 78
2001 3,6 2,7 74,5 110
2004 13,5 / 89,1 193
2007 11,2 8,8 88 250
2010 12,6 5,0 91,7 301
2013 16,6 75 90,6 320




Tabelle 18 E. faecium Resistenzraten des Labors Dr. Limbach und Kollegen, Heidelberg
(04.04.2017) [54
Jahr Resistenzhdufigkeit in %
Vancomycin Teicoplanin
2001-1 2 1
2001-2 3 3
2002-1 2 2
2002-2 1 1
2003-1 4 1
2003-2 11 7
2004-1 13 10
2004-2 13 8
2005-1 24 14
2005-2 20 10
2006-1 20 10
2006-2 15 5
2007-1 21 10
2007-2 21 10
2008-1 20 8
2008-2 16 6
2009-1 17 5
2009-2 13 4
2010-1 18 6
2010-2 16 4
2011-1 17 3
2011-2 21 6
2012-1 22 5
2012-2 17 3
2013-1 16 4
2013-2 14 4
2014-1 13 4
2014-2 11 3
Tabelle 19 E. faecium Resistenzraten des European Antimicrobial Resistance Surveillance Network
- EARS-Net - fur Deutschland — nur invasive Isolate (04.04.2017) [37-43]
Jahr Resistenzhaufigkeit in % E. faecium-Isolate
Vancomycin Ampicillin
1999 0 / 10
2000 0 / 2
2001 1,4 / 70
2002 4,2 80 71
2003 3 78 99
2004 10,6 93 198
2005 10,1 96 247
2006 8,3 94 242
2007 15,3 95 274
2008 6,3 95 175
2009 6,1 94 408
2010 8,5 94 437
2011 11,4 96 535
2012 16,2 93 647
2013 14,6 93 855
2014 91 92 882
2015 10,2 / 1312
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Tabelle 20 E. faecium Resistenzrate des European Antimicrobial Resistance Surveillance Network -
EARS-Net - fur die EU/EAA — nur invasive Isolate (04.04.2017) [37-43]

Jahr Resistenzhdufigkeit in %
Vancomycin
2010 5,6
2011 6,2
2012 8,1
2013 9
2014 8,2
2015 8,3
Tabelle 21 E. faecium VRE-Raten am Universitatsklinikum Magdeburg (* ohne MRE-Screening)
Jahr VRE-Rate in %
2008 3,0
2009 7,0
2010 5,0
2011 5,0
2012 5,0
2013* 7,1
2014* 19,1
2015* 13,3
2016* 13,0
2017* 12,0
2018* 14,2

9.2 Allelkombinationen

Tabelle 22 Allelkombinationen der 20 detektierten MLST-Sequenztypen des Universitatsklinikums
Magdeburg von 2013 bis 2015

ST atpA ddl gdh purkK gyd pstS adk
17 1 1 1 1 1 1 1
18 7 1 1 1 5 1 1
64 7 1 1 1 1 1 1
78 15 1 1 1 1 1 1
80 9 1 1 1 12 1 1
117 9 1 1 1 1 1 1
192 15 1 1 1 1 7 1
202 1 1 1 1 1 7 1
203 15 1 1 1 1 20 1
233 1 1 1 1 1 20 1
262 7 1 1 1 5 7 1
280 1 3 1 1 1 1 1
375 9 3 1 1 12 1 1
551 9 3 1 1 1 1 1
612 9 1 1 1 5 1 1
780 9 1 1 1 1 7 1
811 9 1 1 12 1 1 1
1322 (MD1) 1 1 1 5 12 1 1
1323 (MD2) 9 4 1 1 1 1 1
1324 (MD3) 5 3 1 2 2 7 1
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